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RESUMO 
Introdução: A epilepsia do lobo temporal mesial é uma patologia heterogênea, 
associada a uma lesão subjacente. O achado mais comum é a esclerose hipocampal 
(EH), detectável ao exame de ressonância magnética (RM). Cerca de 70% dos 
pacientes com ELTM-EH desenvolvem farmacoresistência e são, portanto, candidatos 
cirúrgicos. Entretanto, há também pacientes com ressonância normal (RM-negativa) 
e com adequado controle de crises (SzF). Alterações metabólicas e inflamatórias têm 
sido relacionada a crises focais e à farmacoresistência, processo ainda pouco 
elucidado. A espectroscopia de prótons por ressonância magnética (1H-MRS) é uma 
técnica de análise metabólica in vivo não invasiva capaz de quantificar marcadores de 
células nervosas e inflamação, como o N-acetilaspartato (NAA, marcador de 
neurônios), mio-inositol (mIns, marcador de gliose) e glutamato (Glu, 
neurotransmissor excitatório implicado na epileptogênese e excitoxicidade). A 
compreensão das alterações associadas à resposta farmacológica, presença e lado 
da EH, e processos inflamatórios subjacentes em ELTM pode contribuir para o 
desenvolvimento de melhores abordagens terapêuticas, considerando-se os 
diferentes perfis da doença. 
Objetivos: Avaliar o efeito da resposta farmacológica, presença e lado da EH sobre 
os metabólitos NAA, mIns, e Glu, indicativos de alterações estruturais, funcionais e 
inflamatórias em ELTM. Analisar a relação entre inflamação periférica e a falha 
terapêutica. 
Métodos:  Foi realizada quantificação de NAA total, mIns e Glx (Glu total) em 
proporção à creatina (Cr) medidos por 1H-MRS, utilizando-se o LCModel. Foram 
obtidos o volume hipocampal normalizado de cada indivíduo, por segmentação 
automática utilizando-se o Freesurfer. Por fim, foram medidos os níveis séricos do 
fator de necrose tumoral alfa (TNFα), IL 1β e IL6, quantificados por imunoensaio 
multiplex. Os dados foram analisados de acordo com a resposta farmacológica, 
dividida em indivíduos farmacoresistentes (AED-R) ou livres de crises (SzF) e com a 
presença e lado da EH, dividida em RM-negativa, EH-direita e EH-esquerda ou 
segundo a combinação de ambos os preditores categóricos. Todas as análises 
incluíram um grupo controle. 
Resultados: Foram adquiridos dados estruturais e metabólicos de 195 indivíduos. 
Após análise da qualidade dos dados e aplicação dos critérios de exclusão, foram 
inclusos 92 indivíduos com ELTM e 50 controles (análise de inflamação: 70 pacientes 
 
 
ELTM, 32 controles). A resposta farmacológica, a presença e lado da EH afetaram 
independentemente os níveis de NAA/Cr e mIns/Cr. Pacientes AED-R e com EH-
esquerda apresentaram diminuição bilateral de NAA/Cr, enquanto no grupo EH-direita 
foi apenas unilateral. Houve aumento de mIns/Cr no grupo AED-R e EH-esquerda. 
Por fim, foi encontrada diminuição de Glx/Cr no grupo AED-R com EH. A alteração de 
NAA/Cr segregou com 72.3% de acurácia pacientes AED-R daqueles SzF. Não foram 
encontradas diferenças nos níveis de mediadores inflamatórios analisados de acordo 
com a resposta farmacológica. A presença de EH foi confirmada na análise 
histopatológica pós-cirúrgica de 13 pacientes operados durante o estudo. 
Conclusões: Os achados metabólicos apontaram dano estrutural e funcional ao 
complexo neuroglial. Pela primeira vez, foi demonstrado que a resposta farmacológica 
e o lado da EH afetam independentemente a quantificação metabólica de marcadores 
neurogliais, e que há um gradiente de alterações metabólicas entre os diversos perfis 
de ELTM.  
 
Palavras-chave: Epilepsia do lobo temporal, hipocampo, espectroscopia de 
ressonância magnética. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
Introduction: Mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is an heterogenous disease 
which usually present with a detectable underlying lesion by magnetic resonance 
imaging (MRI). The most frequent is hippocampal sclerosis (HS). Nearly 70% of TLE 
patients do not achieve seizure control with available antiepileptic drugs, i.e., they are 
pharmacoresistant and surgical candidates. However, MTLE profiles include MRI-
negative and seizure free patients (SzF). The pharmacoresistance mechanisms are 
not fully understood. Metabolic and inflammatory processes have been implicated in 
focal seizures mechanisms and might have a role in pharmacoresistance. Proton-
magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) is a in vivo non-invasive technique able 
to quantify markers of neurons and inflammatory processes (n-acetylaspartate [NAA, 
a neuron marker], myo-inositol [mIns, a gliosis marker] and glutamate [Glu, the main 
excitatory neurotransmitter, implicated in epileptogenesis and excitoxicity]. The 
understanding of the mechanisms involved in MTLE features such as 
pharmacoresponse, presence and side of HS and inflammation is important to develop 
better therapy strategies targeting different MTLE profiles. 
Objectives: To evaluate the impact of typical features of mesial TLE (MTLE), such as 
pharmacoresistance and the presence and side of hippocampal sclerosis (HS) on n-
acetylaspartate (NAA, a neuron marker), myo-inositol (mIns, a gliosis marker) and 
glutamate (Glx, the main excitatory neurotransmitter, often implicated in 
epileptogenesis and excitoxicity); to investigate the relationship between inflammation 
and pharmacoresistance and to analyze metabolic predictors of pharmacoresponse. 
Methods: It were acquired data on: 1H-MRS (total NAA, mIns and Glx ratios to total 
creatine [Cr] using the LCmodel), automatic hippocampal volumetry (using Freesurfer) 
and peripheral inflammatory mediators (tumor necrosis factor alpha [TNF-α], 
interleukin 1β [IL1β] and IL6 using multiplex assay. Data were analyzed according to: 
1) pharmacoresponse, divided into pharmacoresistant (AED-R), seizure-free (SzF) 
and controls; 2) presence and side of HS, divided into MRI-negative, right- and left-HS; 
or 3) the combination of both.  
Results: The data showed that pharmacoresponse and HS independently affect the 
NAA and mIns values. However, the results suggest that left-HS presents with bilateral 
and more widespread alterations than right-HS and MRI negative MTLE patients, thus 
reflecting structural and functional damage to the neuroglial complex. We found no 
 
 
difference in the inflammatory mediators levels studied here and the 
pharmacoresponse. The NAA/Cr abnormality predicted AED-R patients with 72.3% 
accuracy overall. The presence of HS was confirmed on the histopathological analysis 
of 13 tissue samples from patients operated on during the study. 
Conclusions: The findings suggest structural and functional damage to the neuroglial 
complex. It was demonstrated that the pharmacoresistance and side of HS 
independently affect the metabolic quantification of neuronal-glial markers. Moreover, 
there is a spectrum of metabolic changes across different subsets of MTLE patients.  
Key-words: temporal lobe epilepsy, hippocampus, nuclear magnetic resonance 
spectroscopy. 
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1. Introdução 
Estudos de neuroimagem, especialmente de ressonância magnética (RM), têm 
contribuído para o diagnóstico e melhor compreensão dos mecanismos 
fisiopatológicos de diversas doenças neurológicas, por fornecer relevante quantidade 
e qualidade de dados estruturais, funcionais e metabólicos. A epilepsia está entre as 
doenças beneficiadas pelo uso e avanço de técnicas de neuroimagem, como a RM. 
Mais comuns, epilepsias focais são aquelas cujos achados clínicos sugerem um início 
de crises localizado.1 Porém, a própria classificação de epilepsia sugere alterações 
mais extensas, que vão além do foco epileptogênico. De acordo com a definição da 
ILAE (do inglês, International League against Epilepsy), crises epilépticas focais tem 
sua origem dentro de redes limitadas a um dos hemisférios cerebrais. Podem ser 
distribuídas discretamente ou de forma mais ampla e serem originadas em estruturas 
subcorticais. Para cada tipo de crise epiléptica, o início ictal é consistente de uma crise 
para outra com padrões de propagação preferenciais que podem envolver o 
hemisfério contralateral.1 Dentro das epilepsias focais, destaca-se a epilepsia do lobo 
temporal (ELT), cujas características fisiopatológicas e processo epileptogênico ainda 
são pouco compreendidos.  
 Epilepsia do lobo temporal 
A ELT corresponde a aproximadamente 40% de todos os casos de epilepsia 
focais em adultos.2, 3 Simplificadamente, de acordo com os achados semiológicos e 
da região de início das crises, a ELT é dividida em mesial ou neocortical (pouco 
comum). Diversos substratos neuropatológicos podem estar associados com crises 
do lobo temporal e incluem esclerose hipocampal (EH), pequenas lesões como 
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distúrbios de migração neuronal, malformações vasculares, harmatomas e gliomas de 
baixo grau.2, 4 
 Epilepsia do lobo temporal mesial  
Por sua alta prevalência e evolução para resistência ao tratamento 
farmacológico, a epilepsia do lobo temporal Mesial (ELTM) é a mais relevante 
síndrome epiléptica focal do adulto.5  
Em geral, a ELTM é fruto de um processo epileptogênico longo.6 A partir da 
década de 50, com o advento do tratamento cirúrgico para epilepsias 
farmacoresistentes, estudos histopatólogicos começaram a relacionar 
retrospectivamente a presença de um insulto precipitante inicial (IPI) em idade 
precoce, principalmente crises febris prolongadas, seguido de um período latente e o 
posterior desenvolvimento de ELTM.6 A semiologia das crises denota o envolvimento 
de estruturas límbicas, com ou sem prejuízo da consciência, apresentando mudanças 
emocionais, sensação de mal-estar epigástrico ascendente e automatismos orofaciais 
e gestuais. 
Apesar de ser uma doença de etiologia heterogênea, em cerca de 60-70% dos 
casos a EH é o principal achado histopatológico da ELTM farmacoresistente em séries 
cirúrgicas,7, 8 constituindo-se uma síndrome epiléptica específica (ELTM-EH).2 A 
ressecção cirúrgica do foco epileptogênico com EH é o tratamento considerado mais 
adequado nesses pacientes, quando viável, levando ao controle da doença em cerca 
de 80% dos pacientes no primeiro ano e redução significativa da frequência das crises 
em 20% dos casos.9-12 
Ao exame histopatológico do fragmento cirúrgico, a EH clássica (ILAE tipo I, de 
acordo com a classificação mais recente,13 categoria que inclui também a EH severa) 
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é caracterizada pela intensa perda de células piramidais nos subcampos CA1 e CA4 
(hilo do giro denteado), com perda significativa também  no CA2 e CA3. Além da perda 
neuronal, está presente intensa gliose reativa (responsável pelo aspecto esclerótico 
do hipocampo, nas primeiras descrições da doença). Alterações da organização 
estrutural da camada granular do giro denteado, como reorganização axonal, 
dispersão, perda celular e bilaminação são também encontradas.14, 15  
 Resposta farmacológica em ELTM 
A resposta farmacológica é uma das características clínicas mais relevantes da 
ELTM. Em epilepsias em geral, cerca de 30 - 40% dos pacientes com recém 
diagnosticados não apresentam controle adequado de crises com o tratamento 
farmacológico.16 Porém, na ELTM-EH, a farmacoresistência é mais frequente.5  
A falha farmacológica é definida pela ILAE como o inadequado controle de 
crises com pelo menos duas drogas antiepilépticas (DAE), seja em mono ou 
politerapia.17 Entretanto, o padrão de controle farmacológico pode ser mais complexo. 
Uma parte dos pacientes com ELTM apresenta bom controle de crises, enquanto 
outros apresentam ainda um padrão remitente-recorrente, alternando períodos de 
remissão e controle não satisfatório das crises.18 Além disso, para confirmar que a 
ELTM apresenta bom controle de crises é necessário um longo e variável período de 
seguimento, que deve três vezes maior que o último período de remissão observado 
antes da intervenção terapêutica ou no mínimo um ano, o período que for mais longo.17 
No entanto, sabe-se que as formas de ELTM com boa e má resposta 
farmacológica, uma dicotomia mais comumente observada, apresenta características 
clínicas distintas. Em geral, nos pacientes com a forma mais “leve” de ELTM 
(anteriormente referida como ELTM benigna), o controle das crises se dá com a 
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primeira intervenção farmacológica, o início da epilepsia é mais tardio e o achado de 
EH é menos frequente, entre outros.19 
Um estudo que utilizou técnicas de morfometria em IRM e correlações com 
parâmetros clínicos avaliou pacientes ELT farmacoresponsivos, resistentes e com 
perfil de resposta remitente-recorrente ao tratamento farmacológico, mostrou que em 
pacientes resistentes à medicação, a epilepsia começou mais cedo e inicialmente as 
crises eram mais frequentes.4 Além disso, as alterações de substância cinzenta foram 
mais restritas ao lado do foco epileptogênico em pacientes responsivos às DAE, 
enquanto em pacientes resistentes e remitente-recorrentes as alterações foram mais 
dispersas, estendendo-se a outras regiões,4 evidenciando a importância do controle 
farmacológico na fisiopatologia da doença. 
 Alterações estruturais em ELTM: estudos de ressonância 
magnética 
Com o advento de técnicas mais modernas de neuroimagem, especialmente a 
IRM (imagem por ressonância magnética), tornou-se possível o complemento 
diagnóstico e estudo não invasivo da ELTM, assim como de epilepsias em geral.  
Ao exame de RM, a EH é caracterizada por atrofia hipocampal (AH), alterações 
da forma e da estrutura interna do hipocampo e hipersinal em sequências ponderadas 
em T2.20 Estudos mostram que os achados de perda de volume na RM correlacionam-
se com achados histopatológicos de perda celular, enquanto o hipersinal em T2 é 
indicativo de gliose.21 Achados de alteração estruturais em RM, no entanto, se 
estendem para além do foco epileptogênico, mostrando que o comprometimento é 
mais amplo, afetando também estruturas extra-hipocampais.22-24  
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No entanto, cerca de 20 - 30% dos pacientes com ELTM não apresenta lesão 
clara ao exame de IRM (ELTM-RM-negativa),25, 26 o que retarda o diagnóstico e 
benefício do tratamento cirúrgico em tempo mais adequado. Muitas vezes pode existir 
uma lesão subjacente, porém muito sutil27 para ser detectada apenas pela inspeção 
visual de exames de RM, que demanda expertise.  
Dessa forma, técnicas de pós-processamento para quantificar volume e sinais 
alterados podem ser úteis para determinar o foco epileptogênico em ELTM, quando o 
foco epileptogênico é indefinido. Coan et al.28 mostraram que a informação sobre a 
AH (obtida por volumetria, ou seja, análise quantitativa do volume hipocampal) e de 
relaxometria (quantificação de alterações do sinal em sequências T2), somadas à 
inspeção visual, aumenta substancialmente o correto diagnóstico de EH, tanto em 
casos de ELTM-EH como RM-negativa. Técnicas de quantificação de IRM são úteis 
também para melhor definir alterações bilaterais,29 de crucial importância para a 
decisão cirúrgica e que são determinantes do prognóstico cirúrgico.30 
Além das técnicas estruturais, outras sequências de IRM também têm se 
mostrado úteis no estudo clínico e dos mecanismos fisiopatológicos subjacentes à 
ELTM. É o caso da espectroscopia por ressonância magnética (MRS), que permite a 
aquisição de informações metabólicas de diferentes moléculas e compostos numa 
dada região de interesse (ROI), baseada nos mesmos princípios físicos de RM.  
 Princípios teóricos e técnicos de MRS  
A MRS é uma técnica utilizada tanto em pesquisa quanto em avaliação clínica. 
Baseia-se nos mesmos princípios físicos da formação de IRM convencional, 
fornecendo informações sobre compostos químicos in vivo de forma não invasiva. 
Para isso, a MRS usa as propriedades magnéticas de vários núcleos atômicos, 
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como13C, 31P e 19F, embora o 1H seja o mais utilizado devido a sua abundância em 
tecidos biológicos e maior sensibilidade de sinal. 
Ao contrário da IRM estrutural, o resultado de uma MRS é gráfico, o chamado 
espectro (Fig. 1A e B). Os metabolitos são mostrados como picos, distribuídos ao 
longo de dois eixos. O eixo horizontal x representa o deslocamento químico (do inglês, 
chemical shift), ou seja, a frequência de ressonância de um núcleo em relação ao 
núcleo de referência (em sistemas de aquisição de RM clínica o referencial é o 
tetrametilsilano). Em outras palavras, é a distância, em Hertz (Hz), entre o sinal de 
referência e o sinal de interesse medido. Por sua vez, o eixo vertical y traz informações 
da amplitude relativa do sinal, logo, sobre sua concentração. O deslocamento químico 
é lido da direita para a esquerda, onde os metabólitos têm posições esperadas. Os 
picos podem ser classificados, de acordo com a estrutura e desdobramento do sinal, 
em singletos, dupletos, tripletos ou multipletos.31 A área sob a curva de cada pico é 
proporcional à concentração do metabólito, expressa em partes por milhão, ppm, ou 
unidades institucionais. Várias abordagens podem ser aplicadas para quantificar as 
concentrações de cada metabólito, seja absoluta ou relativa (expressa em termos de 
um metabólito endógeno). 
Vários metabolitos podem ser identificados através da técnica de MRS, como 
N-acetilaspartato (NAA), compostos de colina (Cho), ácido gama-aminobutírico 
(GABA), glutamato (Glu), glutamina (Gln), creatina (Cr), mio-inositol (mIns) e lactato 
(Lac). Alguns metabólitos são medidos como sinais combinados de duas ou mais 
moléculas, sendo difícil distinguir um do outro. Tais metabólitos são “resolvidos”, têm 
seus picos bem separados apenas em maiores intensidades de campo, a partir de 3T. 
É o caso do NAA mais o N-acetilaspartatilglutamato (NAA + NAAG, ou ainda NAA 
total, referido na sessão “Resultados” como NAA, apenas), da soma dos sinais de Glu 
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mais Gln, com menor contribuição do sinal de GABA e glutationa, referido como “Glx” 
e da Cr mais a fosfocreatina (Cr + PCr ou Cr total, referida adiante apenas como Cr). 
Outros metabólitos são apenas quantificados usando-se sequências de aquisição 
específicas e otimizadas para tanto, como o GABA.32 (Para mais detalhes sobre 
propriedades e funções de alguns metabólitos, ver Pimentel-Silva e Cendes33 – 
Apêndice 1).  
No entanto, apenas os sinais de metabolitos em uma concentração mínima 
disponível (em níveis milimolares) podem ser detectados pela MRS.34 Além disso, 
para serem detectados pela MRS, os grupamentos químicos contendo 1H devem estar 
livres, ou seja, não ancorados à proteínas de membrana, por exemplo, para que 
possam geral um sinal de ressonância.31 Assim, é necessário cuidado na 
interpretação dos resultados da MRS convencional, uma vez que convencionalmente 
não refletem um processo biológico dinâmico (como, por exemplo, liberação de Glu). 
A detecção de maior ou menor número de metabólitos depende, em parte, de 
parâmetros de aquisição de RM: o espectro resultante pode variar de acordo com o 
tempo de eco (TE) escolhido. Um TE curto (<40 ms) geralmente é mais adequado 
para visualizar um maior número de metabólitos, embora possa conferir ao espectro 
uma linha de base irregular (o que pode prejudicar a quantificação). Por outro lado, 
um TE longo (> 100 ms) geralmente leva a linhas de base mais planas e, assim, a 
quantificação pode ser obtida em condições em que TE curto não é adequado,35 
embora um menor número de metabolitos seja visualizado. Isso explica porque algu 
ns metabólitos são melhor quantificados em um determinado TE. Por exemplo, Glx e 
Ins são melhor quantificados com TE curto (TE = 35, por exemplo, enquanto o Lac é 
melhor quantificado em TE longo (TE = 144 ms ou 288 ms). 
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Por fim, a MRS pode ser obtida posicionando-se uma única VOI (do inglês, 
volume of interest), ou voxel único (SV, do inglês, single voxel) na ROI ou adquirindo 
múltiplos voxels (MV, do inglês, multivoxel). A técnica MV é também referida como 
imageamento de espectroscopia por ressonância magnética (MRSI, do inglês, 
magnetic resonance spectroscopic imaging). A primeira técnica permite a aquisição 
de informações metabólicas dentro de uma região específica. O segundo torna 
possível avaliar maiores ROIs e precisar que tipo de tecido gerou a informação 
metabólica (se substância branca ou cinzenta, por exemplo, no caso do cérebro).  
Na aquisição SV o shimming é mais eficiente (procedimento da aquisição que 
visa diminuir a inomogeneidade do campo magnético [B0] no sistema de aquisição, 
naturalmente causada pela presença de objetos metálicos nas proximidades, pelo 
próprio corpo/objeto a ser adquirido, etc.), resultando em redução da inomogeneidade 
do campo magnético e refletindo picos mais estreitos). Por outro lado, a depender da 
ROI não é possível garantir que o conteúdo de voxel seja composto de apenas um 
tipo de tecido. Em pequenas ROIs, como o hipocampo, pode ser difícil evitar dentro 
do VOI estruturas que interferem na aquisição, dando origem a artefatos (ou seja, 
ossos, sangue, vasos sanguíneos, líquor) e prejudicando a qualidade da quantificação 
de dados. 
Por sua vez, a principal vantagem da MRSI cerebral é fornecer informações 
metabólicas detalhadas de cada tipo de tecido, substância branca ou cinzenta, ou 
seja, a MRSI é capaz de delinear mapas de alterações metabólicas,36 com maior 
detalhe das características metabólicas de cada região. É possível escolher entre os 
voxels e adquirir aqueles com características estruturais específicas. No entanto, o 
shimming na MRSI não é tão eficiente quanto na SV, levando a larguras de pico mais 
variáveis. 
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A espectroscopia de prótons por MRS (1H-MRS) é uma técnica bastante 
difundida em Neurociências, igualmente no diagnóstico e pesquisa de epilepsias. 
Contudo, a aquisição pode ser muitas vezes desafiadora, devido à sensibilidade a 
movimento, que gera artefatos, contaminação por sinais indesejados e baixa razão 
sinal/ruído (SNR, do inglês signal to noise ratio), a depender da ROI a ser adquirida. 
Porém, por ser uma técnica não invasiva, a 1H-MRS pode contribuir substancialmente 
para melhor compreender as alterações subjacentes à ELTM, mesmo naqueles 
grupos em que métodos invasivos não são recomendados. 
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Figura 1. Exemplo de espectros obtidos com o LCModel (Provencher, 1993),37 
adquiridos em um sistema de 3T, em TE curto (35 ms). Em (A), espectro do hipocampo 
ipsilateral à EH esquerda. (FWHM = 0.069, SNR = 9). Em (B), hipocampo contralateral 
(FWHM = 0.053, SNR = 12). O espectro obtido ipsilateralmente à lesão mostra 
qualidade inferior ao espectro contralateral. Isso pode ser devido à presença de AH, 
que acrescenta desafios técnicos à aquisição. Os principais picos estão indicados. 
NAA = N-acetilaspartato; Glu = glutamato; Cr = creatina; Cho = colina; Ins = mio-
inositol; TE = tempo de eco; EH = atrofia hipocampal. 
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 1H-MRS na investigação de ELTM 
Como já exposto, a maioria dos pacientes com ELTM torna-se resistente à 
medicação e são, portanto, candidatos ao tratamento cirúrgico, e submetidos à uma 
detalhada avaliação clínica. Nesse contexto, a determinação exata do foco das crises 
é parte importante desse processo. A lateralização é determinada por meio de EEG, 
ressonância magnética estrutural, PET (tomografia por emissão de pósitrons) e 
SPECT (tomografia por emissão de fóton único). No entanto, estudos mostraram que 
a 1H-MRS detecta mudanças mesmo em pacientes RM-negativos38 e com EEG 
normal ou bilateral.39, 40 
O achado de 1H-MRS mais consistente e reportado na ELTM é uma diminuição 
nos níveis de NAA no hipocampo ipsilateral à lesão. O NAA é considerado um 
marcador de dano/disfunção neuronal, por ser naturalmente encontrado em alta 
concentração em neurônios41 e, assim, sua redução reflete alteração celular. Redução 
bilateral também é encontrada, mesmo quando a RM estrutural indica foco unilateral, 
mas em geral o foco ipsilateral à alteração do EEG geralmente é mais evidente42 O 
mesmo é válido para casos com hipocampo RM-negativo, com redução máxima no 
foco apontado pelo EEG.43 
Isso indica que os níveis de NAA na ELTM não parecem estar confinados aos 
hipocampos, se apresentando como um distúrbio mais extenso. Estudos sugerem que 
a diminuição de NAA está presente também em áreas extra-hipocampais, como lobos 
parietais, frontais e insulares. Essas mudanças ocorrem tanto em pacientes com 
MTLE quanto com RM-negativa, embora sejam mais intensas nos primeiros.44, 45 
A diminuição de NAA em proporção à Cr ou Cho (NAA/Cr ou NAA/Cho) também 
foi definida como um previsor de resposta ao tratamento farmacológico. Um estudo 
de 1H-MRS em pacientes com ELTM farmacoresistente mostrou menores níveis 
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relativos de NAA quando comparados aos pacientes com ELTM e bom controle de 
crises.43, 46 
Pouco se sabe até hoje sobre o mecanismo biológico por trás das alterações 
de NAA. Correlações histopatológicas, no entanto, sugerem que a redução é resultado 
de perda ou dano neuronal.44 Porém, ao contrário da própria redução de NAA, essa 
relação permanece inconclusiva, com resultados contraditórios.47 De fato, a 
diminuição do NAA/Cr não parece por si só explicar a alteração epileptogênica no foco 
das crises. Conforme mencionado anteriormente, alguns estudos também mostram 
diminuição contralateral de NAA, mesmo em casos de EH unilateral, onde seria 
esperado um menor dano estrutural.30, 38, 48-50 Há também evidências de distúrbios 
mitocondriais envolvidos na diminuição da NAA.47 Dados in vivo parecem indicar que 
as alterações metabólicas medidas pela 1H-MRS não reflete apenas a perda 
neuronal.47 A normalização dos valores de NAA/Cr após ressecções bem-sucedidas 
do hipocampo adiciona informações a favor dessa hipótese.51 
Dados sobre outros metabólitos são consideravelmente mais discrepantes, 
embora sejam utilizadas metodologias e comparação semelhantes às referidas para 
o NAA. O metabólito mIns é considerado um marcador de ativação astrocitária em 
epilepsia52 e encontra-se aumentado em resposta à gliose, como sugerem correlações 
histopatológicas.53 Entretanto, os achados divergem quanto à significância das 
alterações.54-56 O Glu é o principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso,  
implicado na fisiopatologia da ELT devido a seus efeitos neurotóxicos e relacionado à 
farmacoresistência.57 O desequilíbrio na recaptação do Glu e excesso de atividade 
glutamatérgica podem explicar o aumento ictal58 e interictal nos níveis extracelulares 
de Glu.59, 60 Estudos apontam distúrbios mitocondriais e do metabolismo enérgico, 
como possíveis causas para as alterações de Glu.61 Estudos de 1H-MRS apontam um 
30 
 
aumento, ipsi- ou contralateral à lesão, refletindo a alteração da excitabilidade, 
provavelmente como efeito das crises. 
 1H-MRS, mediadores inflamatórios e farmacoresistência 
No que diz respeito às bases da resistência farmacológica, sabe-se que além 
das células neuronais, também astrócitos podem estar envolvidos na atividade 
epiléptica e que algumas DAEs agem sobre canais iônicos nestas células e não 
apenas em neurônios.62 Duas hipóteses tentam explicar os mecanismos biológicos da 
farmacoresistência, a hipótese do alvo (Target hypothesis) e a hipótese do 
transportador (Transporter hypothesis) (para uma revisão, ver Kwan and Brodie).63 A 
hipótese do alvo sugere que alterações nos alvos celulares das DAEs levam a uma 
reduzida sensibilidade ao tratamento.63 Já a hipótese do transportador envolveria a 
superexpressão de transportadores de efluxo na barreira hematoencefálica, 
diminuindo a disponibilidade das DAEs em seu local de ação.64  Ambas as hipóteses 
possuem lacunas, pois muitas das DAEs atualmente usadas não têm seu mecanismo 
de ação completamente elucidado e os resultados encontrados permanecem 
controversos.65 Desta forma, é razoável buscar uma possível relação com mediadores 
inflamatórios, subjacente ao desenvolvimento de farmacoresistência. 
De fato, nos últimos anos tem aumentado o interesse sobre o possível 
envolvimento de mecanismos inflamatórios na fisiopatologia da epilepsia, tanto 
danosos quanto adaptativos. Estudos sugerem que os IPI, como traumas, crises febris 
e status epilepticus (SE), induzem eventos inflamatórios detectáveis em líquor após 
as crises e também que há participação de mutações no gene que codificam 
citocinas.66 De fato, níveis séricos sistêmicos de citocinas medidos no sangue 
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parecem refletir a expressão destas moléculas no sistema nervoso central como 
resposta às crises.67-69  
A compreensão das respostas inflamatórias envolvidas na epilepsia, no 
entanto, ainda está longe de ser alcançada. Não raro há divergências entre dados 
para um mesmo mediador inflamatório, já que o padrão de ativação imunológica pode 
variar a depender das características da casuística avaliada, tipos de crises, origem 
das moléculas de interesse (se plasma, líquido cerebrospinal ou cultura celular) e 
técnica de quantificação envolvida. Em modelos animais, os resultados mostram que 
determinadas citocinas estão envolvidas na susceptibilidade, no agravo ou proteção 
às crises70, 71  
Entretanto, há uma notável alteração de citocinas pró-inflamatórias circulantes 
em indivíduos com epilepsia, e também em modelos animais, como as como as 
interleucinas (IL) -1β, IL-6 e o fator de necrose tumoral (do inglês, TNF).72 A IL-6, 
citocina envolvida na resposta inflamatória aguda, é um dos mediadores mais 
investigados e estaria aumentada após crises tônico-clônicas.67-69  Aumento dos 
níveis séricos de IL-6 até cerca de 12h após as crises73, 74 foi observado em pacientes 
com epilepsias focais.73 Porém, outro estudo semelhante mostrou um aumento pós-
ictal de IL-6 em ELT apenas, quando comparada a epilepsias extra-temporais.74 Por 
outro lado, dados sugerem que além de ativações agudas, pacientes com ELT 
também apresentam uma inflamação de baixo grau crônica, com ativação sustentada 
da imunidade mediada por células, quando comparados a indivíduos saudáveis.75 Por 
sua vez, a IL-1β encontra-se em menor concentração no plasma, mesmo em 
indivíduos com epilepsia, e parece não diferir entre os períodos ictal e pós-ictal,72 mas 
foi associada à depressão em ELT.76 Interessante notar que para algumas citocinas, 
como o TNFα, parece existir uma atividade concentração-dependente em modelos 
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animais de crises e estudos in vitro, onde níveis mais baixos seriam pró-
convulsivantes e, quando mais altos, anti-convulsivantes.72  
Ainda que resultados sobre citocinas e vias que atuam no processo de 
epileptogênese permaneçam controversos, as crises parecem desencadear uma 
resposta inflamatória. Logo, mecanismos inflamatórios podem estar relacionados a 
alterações da excitabilidade neuronal. Os efeitos da excitotoxicidade mediada por Glu, 
principalmente após SE, e a inflamação estão presentes em modelos animais agudos 
e crônicos de epilepsia77 e também na fase crônica em humanos, em estudo de 
amostras cirúrgicas. Em modelo animal de epilepsia induzida por pilocarpina, as 
alterações em neurônios glutamatérgicos do hipocampo, como morte e reorganização 
neuronal, são seguidas de inflamação, provavelmente em resposta à 
excitotoxicidade.10,36  
Recentemente, foi demonstrado que metabólitos obtidos por 1H-MRS 
correlacionam-se com marcadores imunohistoquímicos de inflamação (ativação 
microglial e astrocitária) em modelo animal de SE induzido por pilocarpina. Os 
resultados apontam possíveis biomarcadores de frequência de crises durante a 
epileptogênese, como o antioxidante glutationa – (GSH) e no tecido epiléptico (a 
proteína S100b; e também biomarcadores de predição da perda neuronal antes do 
início das crises espontâneas.78 
Vários estudos também têm utilizado a técnica de 1H-MRS para avaliar a 
relação entre traumas, infecções e diversas doenças inflamatórias do sistema 
nervoso, como a esclerose múltipla, e alterações metabólicas. Estas alterações são 
comumente associadas a estresse oxidativo, danos à membrana celular, ruptura da 
barreira hematoencefálica e inflamação.79-81 Metabólitos como a colina, o Glu e o 
lactato, entre outros avaliados por 1H-MRS têm sido relacionados à inflamação no 
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sistema nervoso80 e também à concentração de determinadas proteínas no líquor em 
neuroinflamação na infecção primária por HIV.81 
Em epilepsia, uma possível correlação entre metabólitos medidos de forma não 
invasiva e inflamação nunca foi diretamente demonstrada, porém, diante do exposto, 
é razoável buscar uma relação entre alterações inflamatórias e farmacoresistência, 
visto que, dentre as possíveis explicações para a farmacoresistência encontrada em 
ELTM, estão as alterações gliais e inflamatórias.28 
Entretanto, o estudo de possíveis alterações de moléculas alvo e 
transportadores no tecido cerebral é dificultado pelo fato de pacientes com epilepsias 
focais responsivos às DAE não serem submetidos ao processo cirúrgico. Nesse 
contexto, a 1H-MRS pode ser de grande utilidade para o entendimento dos 
mecanismos que levam a farmacoresistência, pois fornece informações sobre 
alterações da excitabilidade, através do Glu; e gliais, representadas pelo mIns. 
 Justificativa 
Como foi exposto, metabólitos quantificados por 1H-MRS são indicadores de 
processos fisiopatológicos subjacentes à ELTM, embora diversas questões ainda 
necessitem ser melhor esclarecidas. Estudos em geral focam em alterações 
comparadas entre ELTM farmacoresistente com e sem AH44, 45 ou, em outro extremo, 
apenas relacionam diferentes padrões de controle de crises,46, 54 sem considerar a 
presença e, especialmente, o lado da AH. Assim, alterações metabólicas podem 
melhorar caracterizar os diversos perfis de ELTM, dado que apesar de a ELTM-EH 
farmacoresistente apresentar notavelmente mais alterações, há uma parte dos casos 
que apresentam boa resposta farmacológica, com e sem EH. Assim, estudos que 
incluam todos os perfis de ELTM são necessários para melhor elucidar a extensão 
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dos achados de dano estrutural e funcional em coortes normalmente restritas à 
pacientes farmacoresponsivos. 
Ainda, dados indicam que metabólitos medidos por 1H-MRS que traduzem 
processos inflamatórios são potenciais candidatos a biomarcadores não invasivos do 
processo de farmacoresistência. Por sua vez, a 1H-MRS pode constituir-se em uma 
ferramenta de avaliação de processos inflamatórios crônicos também em epilepsia. 
Além disso, o papel de alterações inflamatórias na farmacoresistência permanece 
pouco esclarecido. Neste contexto, o presente estudo pode apontar marcadores 
distintivos de inflamação, farmacoresistência e presença de EH. Biomarcadores 
podem auxiliar no desenvolvimento de abordagens diagnósticas e terapêuticas mais 
eficientes, além de contribuir para a compreensão do processo de epileptogênese. 
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2. OBJETIVOS 
 Geral: 
• Avaliar metabólitos cerebrais medidos por 1H-MRS, mediadores séricos do 
processo inflamatório e suas correlações com a resposta farmacológica, 
presença e lado da esclerose hipocampal em pacientes com epilepsia do lobo 
temporal. 
 Específicos: 
• Avaliar a quantificação de NAA/Cr e mIns/Cr como marcadores de dano neuro-
glial de acordo com a resposta farmacológica, presença e lado da esclerose 
hipocampal em indivíduos com epilepsia do lobo temporal e controles (Artigo - 
Capítulo 2) 
• Investigar a relação do Glx com a resposta farmacológica e a presença de EH 
(Artigo – Capítulo 3); 
• Determinar a viabilidade de marcadores neuro-gliais como previsores de 
farmacoresistência (Artigo - Capítulo 4). 
• Quantificar mediadores séricos de inflamação e analisar sua relação com a 
presença de EH (Capítulo 5). 
• Descrever as alterações metabólicas em relação a classificação histológica da 
EH (Capítulo 6). 
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3. MÉTODOS 
 Seleção de sujeitos  
O presente trabalho consistiu-se de um estudo transversal que incluiu 
consecutivamente pacientes com ELTM e controles. Os pacientes foram selecionados 
no Ambulatório de Neurologia do Hospital das Clínicas da UNICAMP, de acordo com 
os seguintes critérios de inclusão e exclusão: 
• Critérios de inclusão: 
1. Diagnóstico prévio de ELTM com EH unilateral ou RM-negativa definido por 
especialistas do Ambulatório de Neurologia do HC/UNICAMP, de acordo com 
critérios clínicos e eletroencefalográficos definidos pela ILAE [3];1 
2. Maiores de 18 anos; 
3. Capacidade de fornecer consentimento livre e esclarecido. 
• Critérios de exclusão: 
1. Cirurgia neurológica prévia; 
2. Retardo no desenvolvimento neuropsicomotor diagnosticado por avaliação 
neuropsicológica e/ou neurológica prévia; 
3. Transtornos de personalidade e psicóticos; 
4. Presença de outras lesões possivelmente epileptogênicas, como calcificações no 
lobo temporal, displasias corticais focais e tumores (“dual pathology”); 
5. Doença infecciosa ou inflamatória em curso ou resolvida em período inferior a um 
mês da coleta de dados; doença autoimune; 
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6. Contraindicação para realização de exames de RM; 
7. Impossibilidade de fornecer consentimento livre e esclarecido. 
Os indivíduos controles foram selecionados entre acompanhantes de 
pacientes, alunos e funcionários do Hospital das Clínicas da UNICAMP, atendendo 
aos seguintes critérios de inclusão e exclusão: 
• Critérios de inclusão: 
1. Ausência de histórico de epilepsia ou qualquer outra doença neurológica; 
2. Capacidade de fornecer consentimento livre e esclarecido; 
3. Ser maior de 18 anos de idade. 
• Critérios de exclusão: 
1. Parentesco em até segundo grau com pessoas com epilepsia; 
2. História prévia de convulsões medicadas ou não; 
3. Retardo no desenvolvimento neuropsicomotor diagnosticado por avaliação 
neuropsicológica e/ou neurológica prévia; 
3. Transtornos de personalidade e psicóticos; 
4. Doença infecciosa ou inflamatória em curso ou resolvida há menos de um mês da 
coleta de dados; doença autoimune ou sistêmica; 
5. Contraindicação para realização de exames de RM; 
6. Impossibilidade de fornecer consentimento livre e esclarecido. 
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 Aspectos éticos 
Todos os participantes foram informados sobre os objetivos e riscos inerentes 
aos procedimentos da pesquisa e assinaram Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (TCLE) (Anexo 2). O projeto da presente pesquisa foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Pesquisa da UNICAMP sob o número de 
CAAE39547214.0.0000.5404 (Parecer n° 942.801, vide ANEXO 1). 
 Definição da EH e variáveis clínicas 
Todos os pacientes incluídos realizaram extensa investigação diagnóstica, com 
exames de imagem, eletroencefalograma (EEG) e exames neuropsicológicos, no 
Ambulatório de Neurologia da UNICAMP. Os exames de ressonância magnética 
foram revisados por dois neurologistas diferentes com expertise necessária. Foram 
analisados os sinais clássicos de EH na ressonância magnética,24 incluindo atrofia do 
hipocampo, forma e estrutura interna anormal com aumento do sinal T2/FLAIR (Fig 
2), conforme já descrito em artigos publicados.28, 82 Após revisão de imagens, os 
pacientes foram divididos nos grupos: EH esquerda, EH direita, e MRI-negativo. 
Exemplos de imagens representativas dos grupos com EH e RM-negativa são 
mostrados na Figura 3A e B, respectivamente. O grupo MRI-negativo foi lateralizado 
em esquerda e direita de acordo com achados do EEG. Indivíduos com RM-negativa 
e EEG normal ou indefinido foram excluídos da análise. 
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Figura 2. Imagens de ressonância magnética em sequências ponderadas em T1 (A) 
e T2 (B) mostrando as alterações indicativas de esclerose hipocampal (seta branca): 
atrofia e alteração da forma e estrutura do hipocampo, hipersinal em T2. Fonte: banco 
de imagens do Laboratório de Neuroimagem – UNICAMP. 
 
 
 
 
A 
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Figura 3. Imagens de ressonância magnética em sequências ponderadas em T2 de 
um paciente com epilepsia do lobo temporal mesial com e sem esclerose 
hipocampal. No detalhe em vermelho: hipersinal em hipocampo com lesão indicativa 
de esclerose hipocampal. Fonte: b anco de imagens do Laboratório de Neuroimagem 
– UNICAMP. 
Foram realizadas entrevistas estruturadas e revisão de prontuários para coletar 
dados clínicos. A frequência de crises foi determinada pelos últimos três meses. Como 
a maioria dos pacientes não apresentou crises tônico-clônica generalizadas 
secundárias (com exceção de nove pacientes farmacoresistentes), foi considerado 
apenas o número de crises focais, com e sem alteração da consciência. Pacientes 
farmacoresistentes foram aqueles que não obtiveram controle satisfatório das crises 
com duas ou mais DAEs, já os farmacoresponsivos deveriam estar livres de crises 
(com exceção de quatro pacientes que relataram auras ocasionais) em uso de DAEs 
ou não, durante pelo menos um ano antes da aquisição da MRS83 (dois pacientes 
estavam em alta de medicação). O início da epilepsia foi definido como como a idade 
Esclerose hipocampal RM-negativa 
B A 
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em que as crises se tornaram recorrentes e a duração da epilepsia como o intervalo 
de tempo entre o início da epilepsia e a data da aquisição da MRS. 
 Aquisição e processamento de imagens de RM estrutural 
Todos os indivíduos incluídos no estudo foram submetidos à aquisição do 
protocolo de RM de rotina para epilepsia, em um scanner 3T Philips Achieva® (Philips 
Medical Systems, Best, Holanda) com uma bobina de cabeça padrão de 8 canais. 
Resumidamente, o protocolo consiste de imagens T1 coronais de alta resolução, 
Imagens de recuperação de inversão ponderada em T2 e atenuada por fluido (FLAIR), 
imagens axiais e sagital T1 e T2 ponderadas. Para confirmar a análise visual e obter 
informações adicionais sobre o volume hipocampal, foi utilizada uma sequência 3D 
volumétrica (3 dimensões) de gradiente-eco ponderada em T1 adquirida no plano 
sagital (1 mm de espessura, sem intervalo, ângulo de flip = 8°, tempo de repetição 
(TR) = 7,0 ms, (TE) = 3,2 ms, matriz 240x240 mm3, FOV (do inglês, field of view) = 
240x240. A análise volumétrica automática foi então realizada utilizando-se o software 
Freesurfer.84 
O software de uso livre Freesurfer é um conjunto de ferramentas que permite 
avaliar as propriedades funcionais, conectivas e estruturais do cérebro humano a 
partir de imagens de RM. A partir dessa análise, foram excluídos os indivíduos que 
apresentaram AH bilateral ou outras lesões ou ainda imagens com artefatos. Não 
houve erro de segmentação no hipocampo, logo, não foi necessária qualquer correção 
manual (um exemplo de resultado da segmentação pode ser observado na Fig. 4). 
Um script desenvolvido por integrantes do Laboratório de Neuroimagem foi utilizado 
para automatizar as etapas do pré- e pós-processamento (conversão da extensão das 
imagens de .nii para .mgz, correção de movimento, normalização da intensidade, 
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extração de adjacências ósseas e moles; segmentação em substância cinzenta, 
branca e líquor, classificação das estruturas anatômicas, normalização para análise 
estatística interna). 
 
Figura 4. Imagem em plano coronal representativa da segmentação automática pelo 
Freesurfer, de um controle do banco de dados do Laboratório de Neuroimagem - 
UNICAMP. As formações hipocampais estão destacadas em amarelo-esverdeado. 
Visualização obtida com a ferramenta Freeviewer.  
Os dados volumétricos obtidos foram então tabulados e normalizados pelo 
volume intracraniano estimado (TIV) a seguinte equação:  
VN = VE x (eTIV médio dos controles/eTIV paciente). 
Onde VN = Volume normalizado, VE = volume da estrutura, ETIV = volume 
intracraniano estimado. 
Para esse tipo de avaliação, foi necessário aumentar o grupo controle, a fim de 
minimizar as limitações sobre a extrapolação dos resultados. Para isso, utilizamos 
aquisições estruturais provenientes do banco de dados do Laboratório de 
Neuroimagem (n = 200), pareadas por sexo e idade, incluindo aquelas imagens 
adquiridas juntamente com a 1H-MRS.   
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Após a normalização, para definir AH, os valores de cada hipocampo, de 
pacientes e controles, foram transformados em escores-z. Valores de pacientes 
abaixo de -1,65 DP da média dos controles foram considerados atróficos. Foi 
considerada também a assimetria entre os hipocampos, definida como a proporção 
entre o hipocampo de menor volume sobre o hipocampo de maior volume. Aqueles 
pacientes cujos volumes estavam dentro da faixa dos controles (valores de cada 
hipocampo e/ou assimetria) foram confirmados como RM-negativa. Pacientes com 
alterações bilaterais ou discordantes da análise visual foram excluídos. Como toda 
análise com n amostral limitado, os valores de referência aqui estabelecidos para 
determinar AH são válidos para a casuística desse estudo. 
 Aquisição e processamento de 1H-MRS 
Foram adquiridos espectros single-voxel no mesmo equipamento 3T (Phillips 
Achieva System) e no mesmo dia do protocolo de aquisição estrutural, usando uma 
sequência PRESS (Point RESolved Spectroscopy) com e sem supressão do sinal de 
água, TE = 2000mseg, TR = 35mseg, pulso “excitation”, NSA (do inglês, number of 
samples acquired) = 196, volume do voxel 30x15x12 mm3, volume do shimming 
30x30x23 mm3. Buscou-se posicionar o volume de interesse (VOI) sempre em sentido 
antero-medial, evitando adjacências ósseas e líquor. A escolha da ROI foi baseada 
no fato de que as maiores alterações se concentram na porção antero-medial do 
hipocampo.50, 85, 86 Além disso, oferece possibilidade de estabelecer correlações 
futuras com dados de amostras cirúrgicas, visto que é a região ressecada durante a 
cirurgia para controle das crises. O volume do shimming também foi cuidadosamente 
posicionado de modo a diminuir artefatos (Fig. 5). 
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Figura 5. Posicionamento do VOI e volume de shimming. Os três planos são 
mostrados, com o posicionamento do VOI (área delimitada em vermelho) e do volume 
de shimming (área delimitada em amarelo, circundando a área em vermelho). Imagem 
do software do sistema de aquisição Philips Achieva®, de um paciente incluído no 
estudo. 
Os arquivos de extensão “.SDAT” e “.SPAR” (com e sem supressão do sinal de 
água para uso como referência interna do processamento) foram processados 
utilizando-se o software LCModel.35, 37 O LCModel (versão 6.30E) é um programa de 
quantificação automática de espectros no domínio da frequência. O método usa uma 
combinação linear entre a concentração real obtida dos metabólitos e uma biblioteca 
de dados de metabólitos medidos com o mesmo TE, em condições ideais. Para 
otimizar o processamento e extração de dados, foi desenvolvido um script em MatLab, 
em colaboração com o Laboratório de Física Médica (Colaboração CEPID/BRAINN) 
consistindo em comandos para (1) gerar os arquivos de entrada para o LCModel, (2) 
automatizar o processamento dos espectros pelo LCModel (com correção de 
correntes de Foucault), (3) extrair os dados de quantificação metabólica absoluta e 
relativa para arquivos de extensão .csv (planilha de dados) e .ps (postscrip, linguagem 
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de programação para visualização de informações, descrições de páginas para, por 
exemplo, impressão) e, por fim, (4) converter arquivos .ps, gerados pelo LCModel, 
para .pdf e agrupamento de todos os dados em uma única planilha. Assim, garantiu-
se a mesma configuração de processamento para todos os espectros, além de evitar 
possíveis erros decorrentes da edição manual dos arquivos. 
3.5.1. Avaliação da qualidade de espectros single-voxel 
O primeiro controle de qualidade foi feito durante a aquisição metabólica, ao 
observar o espectro resultante. Quando possível, devido ao tempo disponível para 
realizar a aquisição, o protocolo era refeito. Após o processamento, o guia do usuário 
do software LCModel recomenda usar apenas os valores de metabólitos cuja 
quantificação é < 15% do limite inferior de Cramer-Rao (CRLB, do inglês, Cramer-Rao 
Lower Bounds). 
Entretanto, mesmo espectros de baixa qualidade podem apresentar valores 
dentro desse limite. É o que acontece quando a aquisição apresenta artefatos e 
distorções relevantes, que prejudicam a confiabilidade da quantificação. O LCModel é 
capaz de encontrar soluções para artefatos e distorções da linha de base. Porém, 
distorções graves (como trechos da linha de base que se afastam dos picos) devem 
ser consideradas e o espectro excluído. Para isso, foi feita a inspeção visual de cada 
espectro e análise de parâmetros indicadores da qualidade da aquisição e dos picos, 
como distribuição dos resíduos, linha de base, SNR e FWHM (largura à meia altura 
do pico, do inglês full width at half maximum). A distribuição dos resíduos (parte 
superior da janela de diagnósticos (resultado do LCModel, figura 6) deve estar 
homogeneamente dispersa e alinha de base não deve apresentar distorções graves, 
afastando-se dos dados). Quanto maior o SNR, melhor a qualidade da aquisição. Já 
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um menor valor de FWHM indica picos mais estreitos, logo, melhor definição e 
separação entre os metabólitos compostos mais precisa. As figuras 6 e 7 trazem 
imagens do resultado plotado pelo software LCModel para espectros de boa e má 
qualidade, respectivamente. Na figura 7A e B, embora o FWHM indique largura de 
pico aceitável, o SNR é muito baixo e os residuais mal distribuídos, com artefatos. Na 
figura 7A é mostrado um espectro com falha grave no ajuste da curva (fitting), que 
invalida a quantificação. Na figura 7B, o programa consegue chegar a uma solução, 
porém a quantificação foi rejeitada por haver artefatos e distorções graves da linha de 
base. Pode haver concentrações altas de metabólitos estimadas erroneamente devido 
a uma solução inadequada para o modelo, ou seja, picos deformados e com área sob 
a curva superestimada. 
Não há consenso sobre valores de referência para esses parâmetros. Em 
geral, alguns estudos apenas descrevem os valores mínimos e máximos encontrados 
para suas casuísticas. Mais comumente, são aceitos valores de FWHM < 0,1 Hz. Além 
disso, os mesmos podem variar de acordo com a intensidade do campo magnético, 
parâmetros de aquisição e características do tecido avaliado e áreas adjacentes. O 
LCModel fornece um único valor para cada parâmetro, referente ao espectro como 
um todo, em vez de valores para cada pico, o que é uma outra limitação da avaliação 
da qualidade dos metabólitos. Para garantir a qualidade de espectros de forma 
examinador-independente (não dependente de examinador), aliada à inspeção visual, 
buscou-se determinar um valor de corte que pudesse eliminar espectros de baixo 
qualidade. Primeiramente, os espectros foram avaliados visualmente e classificados 
em “ruim, bom e ótimo”. Posteriormente, buscou-se obter um valor que refletisse um 
equilíbrio entre o SNR e o FWHM, dado pela proporção a seguir, que estima o que 
convencionou-se chamar de “qualidade”: 
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Qespectro = SNR/FWHM, 
Onde "Qespesctro" é a “qualidade” do espectro, SNR é a intensidade do sinal/ruído e 
FWHM é a largura à meia altura do pico.  
Desse modo, o valor da “qualidade” é diretamente proporcional ao SNR e 
inversamente proporcional ao FWHM. Assim, por exemplo, um espectro pode ter SNR 
mais baixo compensado pelo valor mais baixo de FWHM (melhor definição dos picos). 
Após isso, a média do valor Q dos controles foi subtraída do desvio-padrão 
correspondente para definir um ponto de corte. O z-score da média dos valores 
também foi calculado para fins de confirmação dos achados. O valor de corte de 
Qespectro dos controles excluiu espectros com SNR ≤ 5 e FWHM ≥ 0,14 nos grupos de 
pacientes e controles.   
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Figura 6. Saídas do software LCModel. Espectros representativos de um indivíduo com 
epilepsia do lobo temporal mesial (A) e um controle (B). Na janela principal é mostrado 
o espectro, que apresenta parâmetros indicativos de boa qualidade. À direita, os 
metabólitos quantificados adequadamente estão destacados em negrito azul. 
 
B 
A 
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Figura 7. Saída do software LCModel. Espectros de pacientes que foram excluídos por 
erros ou má qualidade. Em (A), erro grave da análise, resultando em falha em encontrar 
a melhor curva para descrever os dados e quantificar os metabólitos. Em (B), alguns 
metabólitos são quantificados, mas as distorções da linha de base levam à rejeição do 
espectro. Saídas adaptadas para melhor visualização dos dados.  
B 
A 
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 Metabólitos avaliados 
A partir dos critérios de qualidade definidos durante o processamento da 
imagem e aplicação de critérios estatísticos, os metabólitos quantificados foram 
reduzidos a um grupo de 5 moléculas ou compostos: mIns, o composto NAA + n-acetil-
aspartilglutamato (NAAG, aqui referido como NAA) e o composto Glx. Todos os valores 
dos metabólitos de interesse estão expressos em razão da Cr + PCr (aqui referida 
apenas como Cr). Como o fator de escala em sistemas de aquisição de corpo inteiro é 
desconhecido, dados normalizados pela creatina minimizam a falta de correção entre o 
dado bruto medido e a força da magnetização que dá origem a esses dados,31 além de 
possibilitar a melhor comparação entre achados de diferentes estudos. 
Além disso, os dados usados dizem respeito também aos compostos dos 
metabólitos (exceto o mIns), que apresentaram menor incerteza, expressa em termos 
da porcentagem das estimativas do erro padrão (limites inferiores de Cramér-Rao 
[%SD]), como sugerido pelo guia do LCModel). Em outras palavras, essa é uma 
estimativa do nível de confiabilidade do fitting (adequação modelo ideal vs modelo 
real) calculado pelo LCModel. Embora espere-se que em sistemas de aquisição a 
partir de 3T metabólitos como o NAA e o NAAG sejam separado adequadamente, em 
nossa amostra os compostos apresentaram %SD mais baixos que os metabólitos 
isolados. O mesmo é válido para o composto Glx.  
3.6.1. Avaliação metabólica individual 
As possíveis alterações individuais na quantificação metabólica foram 
analisadas obtendo-se as seguintes informações:  
1. Valores de referência para cada lado, a partir da média ± 2 desvios-padrão 
(DP) dos controles; 
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2. Valor normalizado de assimetria metabólica para cada indivíduo, definido 
como a diferença de intensidade de sinal entre os dois hipocampos (diferença 
entre os lados, dividida pela média): 
((Direito - Esquerda) / [(Direita + Esquerda)/2]) 
3. Escores z dos valores de cada hipocampo e do índice de assimetria (em 
módulo) dos pacientes. 
Para o NAA/Cr, a alteração individual foi definida como escores z < 2DP dos 
controles para cada lado e, em seguida para o índice de assimetria; para o mIns/Cr 
foi considerado escores z > 2DP. Já para o Glx/Cr, como não havia hipótese direcional 
a priori e todas as alterações deveriam ser testadas (devido à discrepância na 
literatura),38, 50, 58, 60, 61 foi admitido alterações de escores z maiores ou menores que 
2 DP (Fig. 8), contabilizadas separadamente.  
 
 
Figura 8. Esquema representando os limites para determinar anormalidade na 
quantificação de cada metabólito. 
 Quantificação de citocinas por imunoensaio multiplex 
A coleta de sangue foi feita em pacientes em 31 pacientes farmacoresponsivos, 
37 farmacoresistentes e 29 controles, no mesmo dia que a aquisição metabólica ou 
até no máximo dentro de um mês dos exames de RM, para que os dados pudessem 
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ser correlacionados com maior confiança. Foi utilizado tubo de coleta contendo o 
anticoagulante EDTA (BD, Vacuette). 
Após a coleta, os tubos foram mantidos em gelo e processados dentro de um 
período de no máximo 3 horas. Os tubos foram então centrifugados a 1500g por 10 
minutos, em centrífuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi coletado, aliquotado em 
microtubos de 1,5µL e armazenado em freezer -80°C até o momento da análise. 
Foram quantificadas as citocinas plasmáticas IL-1β, IL-6, e TNFα, utilizando-se 
imunoensaio multiplex (Luminex Xmap), no Laboratório Central de Tecnologias de Alto 
Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD). O imunoensaio multiplex é uma técnica 
de dosagem proteica em pequenos volumes, que utiliza microesferas magnéticas 
revestidas com os anticorpos de captura interesse e que permite a detecção de 
múltiplos analitos simultaneamente. 
A análise foi feita utilizando-se kit customizado com os referidos analitos 
(Millipore HPTP2MAG-66K-01 e Millipore HSTCMAG-28SK-03, EMD Millipore 
Corporation, Billerica, MA), em placas de 96 poços, de acordo com as instruções do 
fabricante. Resumidamente, as amostras foram descongeladas e centrifugadas a 
10000g por 10 minutos, para depletar plaquetas e leucócitos restantes. Após 
preparação das placas com as esferas magnéticas contendo o anticorpo de captura, 
25 µL da curva padrão, do “branco” e de cada amostra foram pipetados nas placas. 
Seguiu-se uma incubação overnight e então as placas foram lavadas 
automaticamente em sistema de lavagem magnético, com a solução tampão fornecida 
pelo fabricante. Seguiu-se a incubação dos anticorpos de detecção e adição do 
complexo estreptavidina-ficoeritrina. A disposição das placas foi feita com a curva 
padrão sempre em duplicata e as amostras em simplicata (com algumas duplicatas 
para assim avaliar a reprodutibilidade) ou duplicata, de modo a otimizar o uso das 
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mesmas para o número de amostras e ensaios disponíveis (embora seja 
recomendada a disposição em duplicata, como são lidos 50 eventos por poço e uma 
média da leitura é dada como resultado, cada poço conta com uma variação esperada 
de cerca de 3%, logo a disposição em simplicata não deve diferir muito da leitura das 
duplicatas). A leitura da placa foi feita em sistema ótico (Bio-plex 200, BioRad, com 
dois lasers de comprimentos de onda 532 e 635nm (verde e vermelho, 
respectivamente), sob a assistência do LaCTAD. 
 Análise estatística 
Com base nos critérios clínicos definidos, os indivíduos foram alocados aos 
seguintes grupos, dentro de quatro variáveis categóricas (previsores), a depender da 
análise, como segue: 
• Resposta-DAE (controle de crises; pharmacoresponse [AED-response], em 
inglês), dividido em livre de crises (SzF) e farmacoresistentes (AED-R); 
• Presença-EH, dividido em com (EH) e sem EH (RM-negativa); 
• Lado-EH (HS-Side, em inglês), dividido em EH-RM-negativa, EH-direita e 
EH-esquerda (MRI-negative, right-HS, left-HS, respectivamente, em inglês); 
• Combinação das variáveis Resposta-DAE/Lado-EH. 
Cada um dos previsores categóricos acima foi comparado o grupo controle.  
Primeiramente, foi realizada análise exploratória de dados através de medidas 
resumo (média, mediana, DP e amplitude). Para inspeção da distribuição apresentada 
pelos dados foi feito os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Após, foram 
realizados o Qui-quadrado de Pearson ou para testar as distribuições de frequências 
em variáveis categóricas e, para dados não-paramétricos, Kruskall-Wallis seguido de 
comparações planejadas (contrastes não-ortogonais) com o teste U de Mann-
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Whitney. Testes t de Student foram aplicados para avaliar diferenças entre as medidas 
do hipocampo esquerdo e direito dos controles para as variáveis volume hipocampal 
e metabólitos. Não houve diferença estatística entre os as quantificações dos 
controles (p < 0.05), logo, a média entre os hipocampos direito e esquerdo pareados 
de cada controle foi usada em todas as análises. 
Análise de variância (ANOVA) univariada e multivariada foram aplicadas para 
verificar o ajuste do modelo aos previsores categóricos e efeito dos mesmos na 
quantificação metabólica. Foram incluídos nas análises os efeitos principais de cada 
previsor categórico (one-way) e as interações entre os mesmos (two-way). Após as 
análises, a normalidade dos resíduos (diferença entre os valores obtidos e esperados) 
foi testada para verificar a adequação do modelo aos dados, sem nenhuma violação 
grave dos pressupostos estatísticos do teste. 
 A correlação entre variáveis contínuas foi avaliada através do coeficiente de 
Pearson ou seu equivalente não paramétrico, Rhô de Spearman, quando adequado. 
Para dessensibilizar a análise, foram utilizadas as assimetrias (proporções) dos 
metabólitos, representada pela medida do hipocampo ipsilateral em relação 
hipocampo contralateral (assimetria = ipsi/contra). Dessa forma, o padrão de alteração 
se mantém como esperado.  
Após isso, foi construído um modelo de regressão logística binária para acessar 
retrospectivamente se as assimetrias do volume hipocampal, NAA/Cr, mIns/Cr e o 
preditor categórico lado-EH (HS-Side, no artigo, em inglês) segregam indivíduos com 
bom e mau controle de crises. Para evitar overfitting, usamos as proporções de 
medidas, assim como na análise de correlação. A regressão logística direta foi 
realizada com todos os preditores inseridos no modelo de uma única vez (método de 
entrada forçada). O preditor categórico lado-EH (HS-Side) foi codificado de forma 
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simulada (por variáveis dummy) de acordo com o procedimento padrão do SPSS. Oo 
grupo RM-negativa foi definido como categoria de referência. O ajuste do modelo foi 
avaliado usando o teste de adequação (goodness-of-fit) de Hosmer-Lemeshow. 
Foram reportadas razões de chances (odds ratios [OR]), com 95% do intervalo de 
confiança de Wald. Não houve violação dos principais pressupostos do teste 
(linearidade no resultado da logit, ausência de multicolinearidade entre preditores e 
nenhum caso extremo (outlier) na solução). 
As citocinas foram primeiramente transformadas por radiciação, por 
apresentarem distribuição não-normal com valores atípicos relevantes (escores z ± 
3,29 DP do esperado para uma distribuição normal). A escolha do tipo de 
transformação se deu em virtude da forma apresentada pela distribuição dos dados. 
Variáveis analisadas juntamente com os metabólitos também foram transformadas, 
mesmo que não apresentassem distribuição assimétrica, assim a característica dos 
possíveis relacionamentos entre as variáveis não é alterada e as diferenças relativas 
permanecem as mesmas.87 
Os grupos de pacientes e controles não foram pareados para a idade (devido 
aos critérios de inclusão rígidos para os controles). Dessa forma, as comparações 
foram feitas usando a idade como covariável, quando necessário.  
As variáveis foram descritas por média ± DP, mediana com valores máximo e 
mínimo ou frequências, conforme mais adequado. O nível de significância adotado foi 
p < 5% como significativo após correção para comparações múltiplas pelo método de 
Bonferroni ou Holm-Bonferroni.88 Todos os dados foram analisados com o software 
estatístico SPSS (IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, 
Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.). 
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 Análise qualitativa 
A correlação qualitativa entre os achados de neuroimagem estrutural e 
metabólica e histopatológicos foi feita para fins de comparação descritiva e 
confirmação de EH nas amostras cirúrgicas disponíveis dos pacientes inclusos.  
A análise patológica foi feita como parte do diagnóstico pós-cirúrgico dos 
pacientes, pelo Departamento de Patologia do Hospital das Clínicas da Unicamp, de 
acordo com os critérios de classificação recomendados pela ILAE.13 De acordo com 
os referidos critérios, a EH é classificada em ILAE tipo 1 (perda celular e gliose severas 
predominantemente em CA1 e CA4), ILAE tipo 2 (predomínio de perda neuronal e 
gliose em CA1), ILAE tipo 3 (predomínio de perda celular e gliose em CA4) e gliose, 
sem EH (gliosis, no-HS, em inglês. Padrão sem EH e perda celular significativa, 
apresentando apenas gliose, apesar dos achados semiológicos e eletrográficos 
condizentes com ELTM).13 
Para os dados de neuroimagem estrutural, foram consideradas os achados 
indicativos de EH na inspeção visual das imagens estruturais (atrofia e alteração da 
forma e estrutura do hipocampo, hipossinal em imagem ponderada em T1 e hipersinal 
em imagem ponderada em T2). Para a análise metabólica, foram utilizados os dados 
dos marcadores neuro-gliais, NAA/Cr e mIns/Cr. Quando a anormalidade metabólica 
dos pacientes não era significativa em relação ao escore z dos controles, foi avaliado 
se o valor estava abaixo (para o NAA/Cr) ou acima (para o mIns/Cr) da média dos 
controles ou ainda próximo (limítrofe) dos 2 DP dos escore z definidos previamente. 
Caso contrário, foi considerado que o valor estava dentro do limite normal. 
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4. RESULTADOS 
 Capítulo 1 – Casuística e estrutura dos resultados 
Foram inclusos no período de aquisição dos dados do estudo um total de 195 
indivíduos. Após aplicação dos critérios de exclusão e de qualidade dos dados, um 
total de 142 indivíduos foram analisados (Fig. 9). 
 
Figura 9. Esquema representando a casuística total inclusa no estudo e número de 
dados excluídos. Legenda: ELTM: epilepsia do lobo temporal mesial; TE: tempo de 
eco; RM-negativa: pacientes sem lesão hipocampal ao exame de ressonância 
magnética; RM-negativa: pacientes sem lesão hipocampal ao exame de ressonância 
magnética; DCF: displasia cortical focal; EEG: eletroencefalograma; RM: ressonância 
magnética. 
A distribuição dos indivíduos com ELTM entre os preditores categóricas está 
representada na figura 10 adiante. 
195 
indivíduos
120 ELTM
- 4 repetidos
- 2 bilaterais
- 8 RM-neg DCF
- 4 RM-neg
EEG indefinido
- 6 artefatos
- 4 “dual 
pathology”, 
doenças 
sistêmicas
92 ELTM
18 ELTM 
estudo piloto 
(TE = 30 ms)
57 controles
- 1 alterações 
RM
- 6 artefatos
50 controles
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Figura 10. Classificação dos indivíduos com epilepsia do lobo temporal mesial de 
acordo com a resposta farmacológica, presença e lado da esclerose hipocampal (de 
acordo com a análise visual e de volumetria automática). Legenda: ELTM: epilepsia 
do lobo temporal mesial; Resposta-DAE: resposta farmacológica; SzF: pacientes 
livres de crise (farmacoresponsivos); AED-R: pacientes farmacoresponsivos; RM-
negativa: pacientes sem lesão hipocampal ao exame de ressonância magnética; EH: 
esclerose hipocampal.   
 A seguir, são apresentados os manuscritos das três publicações em processo 
de submissão (capítulos 2, 3 e 4) e dois resultados em forma de capítulos de tese 
tradicionais (4 e 5). As principais características demográficas e clínicas da casuística 
incluída na presente tese, com pequenas diferenças de agrupamento, estão 
apresentadas nos manuscritos dos artigos sobre alterações neuro-gliais e 
glutamatérgicas (capítulos 2 e 3).   
92 ELTM
Resposta-
DAE
40 SzF
52 AED-R
Presença e 
Lado-EH
23 RM-
negativa
30 EH-
direita
39 EH-
esquerda
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Abstract 
Objective: To evaluate metabolic changes associated with pharmacoresponse, 
presence and side of hippocampal sclerosis (HS) in mesial temporal lobe epilepsy 
(MTLE). 
Methods: We included 92 unilateral MTLE patients and 50 healthy controls. We 
compared ipsi- and contralateral hippocampal metabolites according to (1) 
pharmacoresponse and (2) presence and side of HS. Clinical data, hippocampal 
volumetry, correlation analyses and metabolic alterations were analyzed to provide 
further information about each group. 
Results: There is no interaction effect between pharmacoresponse and side of HS (p 
> 0.05). One-way analyses showed bilateral NAA/Cr decrease associated with 
pharmacoresistance and in left-HS, while right-HS showed only ipsilateral NAA/Cr 
reduction (p < 0.015). We also found an ipsilateral mIns/Cr increase associated with 
pharmacoresistance and left-HS. Reduced NAA/Cr correlated with higher seizure 
frequency, earlier epilepsy onset, longer duration of epilepsy, reduced hippocampal 
volumes and increased mIns/Cr (p < 0.05).  
Conclusions: NAA/Cr and mIns/Cr reveal a spectrum of neuronal-glial changes in 
MTLE, with pharmacoresistant and left-sided HS patients presenting with more 
intense abnormalities. These non-invasive, in vivo, biomarkers provide valuable 
additional information about the inter-hemispheric differences in metabolic 
dysfunction and seizure burden associated with HS. 
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Introduction 
Hippocampal sclerosis (HS) is the main pathological substrate of mesial temporal lobe 
epilepsy (MTLE), often associated with pharmacoresistance.1 However, MTLE may 
also have appropriate pharmacoresponse and no apparent lesion on MRI.2 Proton-
magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) provides in vivo information on the 
expected tissue damage found in HS. It is proven useful also in patients who are not 
surgical candidates, thus without available tissue for histopathological or metabolic 
analyses.  
The metabolite n-acetylaspartate (NAA) is a marker of structural and functional 
damage,3, 4 highly concentrated in neurons,5 and myo-inositol (mIns) a marker of 
gliosis in chronic TLE,6 during epileptogenesis7 and several disease processes.8 
Together, these metabolites would translate the neuronal-glial damage which 
characterizes HS. 
Studies have been focused on pharmacoresistant patients with or without HS, showing 
bilateral NAA alterations.9 The more intense abnormalities are ipsilateral to HS in those 
patients,10 although presence of HS, pharmacoresponse or both might be contributing 
to these observations. Moreover, previous neuropsychological and MRI studies have 
shown that left-HS, right-HS and negative-MRI patients have distinct patterns of 
structural and functional abnormalities, with left-sided HS showing broader 
impairment.11-13 It is expected that the pattern of NAA and mIns changes follow in the 
same line.  
Although the utility of 1H-MRS in the lateralization of MTLE is well stablished, 10 the 
relationship between these abnormalities, seizure control, presence and side of HS 
have not been fully investigated. Thus, we aimed to investigate the intercorrelations 
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and influence of type of pharmacoresponse and side of HS on noninvasive measures 
of the neuronal-glial damage expected in HS, and in turn, whether the patterns of NAA 
and mIns abnormalities improve the differentiation of MTLE subtypes. 
Material and Methods 
Subjects 
We retrospectively evaluated 120 consecutive MTLE patients with or without MRI signs 
of HS. Patients were recruited in the outpatient epilepsy service of the Clinical Hospital 
of the University of Campinas and underwent MRI examination. MTLE classification 
followed ILAE criteria.14, 15 The diagnosis was based on seizure semiology, clinical 
history and an extensive evaluation, including routine EEG and prolonged video EEG 
recordings, neuroimaging, and neuropsychological exams. We excluded patients with 
bilateral signs of MTLE (both on EEG and MRI grounds), dual pathology, extra-
hippocampal alterations (e.g., vascular disease, cortical dysplasia, tumors) and poor 
AED compliance. We also recruited 57 patient’s companions, hospital employees and 
students as controls. Exclusion criteria for controls were personal or family history (up 
to second-degree relatives) of epilepsy or other neurological/psychiatric disorder or 
any systemic illness.  
Standard protocol approvals, registrations, and patient consents. 
The local ethics committee approved the present research. All participants were older 
than 18 years old and signed written informed consent. 
Definition of HS and clinical features 
MRI exams were reviewed by two different epileptologists focusing on the classic signs 
of HS on MRI,16 including hippocampal atrophy and abnormal internal structure with 
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an increased T2/FLAIR signal, as described previously.17, 18 Patients with hippocampal 
MRI-negative outcome was lateralized according to EEG findings. We performed 
structured interviews and revision of medical charts to collect clinical data. Seizure 
frequency was determined by seizure calendars of the last three months. Since most 
patients did not present secondary generalized convulsions, except for a few 
pharmacoresistant patients (data not shown), we computed only the number of focal 
seizures.  
Pharmacoresistant patients were those who fail to achieve seizure control with two or 
more antiepileptic drugs (AEDs). Pharmacoresponsive were those who had been 
seizure free, including auras (except for four patients reporting occasional auras), on 
AEDs for at least one year before the MRS acquisition (except for two patients who 
were off medication). We defined epilepsy onset as the age when seizures became 
recurrent and duration of epilepsy as the time interval between epilepsy onset and the 
date of MRS acquisition.  
Thus, we divided individuals according to AED-response in (1) seizure free (SzF) or 
(2) AED resistant (AED-R), and according to presence and side of HS in (1) MRI-
negative, (2) right-HS or (3) left-HS.  
Structural MRI acquisition 
Images used for visual analysis were acquired using an MRI epilepsy protocol in a 3T 
Achieva scanner (Philips Medical Systems, Best, The Netherlands) with a standard 8-
channel head coil, as previously described.17, 18 Briefly, we acquired high-resolution 
thin coronal T1-inversion recovery, T2-weighted and fluid-attenuated inversion 
recovery (FLAIR) images, axial and sagittal T1- and T2-weighted images. We used a 
T1-weighted gradient-echo volumetric 3D (3-dimensional) sequence acquired in the 
sagittal plane (1 mm thick, no gap, flip angle=8°, repetition time (TR)=7.0 ms, echo 
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time (TE) =3.2 ms, matrix 240x240, field of view (FOV)=240x240 mm2 for hippocampal 
volumetric analysis. 
Hippocampal volumetry 
To confirm MRI visual analysis of HS and obtain data on hippocampal volumes (HV), 
we performed automatic volumetric analysis with FreeSurfer software (Version 5.3.0; 
http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu), using T1-weighted images of 103 controls for 
normative data from our neuroimaging databank, which included the 50 controls of the 
1H-MRS analyses. The procedure to correct for individual brain volumes and define 
hippocampal atrophy was previously detailed.17 We found no segmentation errors in 
the hippocampi; therefore, no manual correction was necessary. 
1H-MRS acquisition  
We acquired single-voxel 1H-MRS data using a PRESS (Point RESolved 
Spectroscopy) sequence with and without water suppression pulse, 
TE/TR=35ms/2000ms, 196 averages, voxel size (anteroposterior X right-left X foot-
head) 30x15x12 mm3, shimming volume 30x30x23 mm3. The voxel was placed in the 
anteromedial region of the hippocampus (because this region is more accessible to 
the single voxel technique and is shown to be more affected by the disease),19-21 
avoiding bone structures and regions with CSF content. The extent of the hippocampus 
covered depended on the degree of atrophy (Fig 1A and B). 
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Figure 1. Single voxel positioning on the anteromedial hippocampus, showing a minor 
contribution of cerebrospinal fluid in the (A) coronal and (B) sagittal planes (shim 
volume not shown). In (C), representative spectra from a control subject and (D) from 
a patient edited in power mode on Philips Achieva Software to show data before 
LCModel fitting. (E) LCModel output of a patient spectrum showing the best fitting curve 
found (thicker line). The dashed line marks the visual similarity between Cr peaks from 
a control (C) and a patient (D). NAA = N-acetylaspartate; Cr = creatine; mIns = myo-
inositol. 
1H-MRS quantification  
Quantification of 1H-MRS data on NAA and mIns was performed with LCModel 
software version 6.3-0B.22 LCModel is a user-independent software, which performs 
automatic spectral fitting as a linear combination of model spectra in the frequency-
domain avoiding operator bias.22 We used a Matlab script developed in-house to 
automatically process all spectra with LCModel and export concentration data into a 
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single spreadsheet. We chose to use the NAA moiety (NAA plus N-acetyl-
aspartylglutamate, hereafter called NAA) ratios to total creatine (creatine plus 
phosphocreatine, hereafter called Cr) because it showed lower mean uncertainty 
(Cramér-rao lower bounds) of the measured concentration than the parts. We also 
used mIns ratios to Cr. The unsuppressed water signal was used as an internal 
reference.  
Assessment of spectra quality 
We visually evaluated each spectrum based on residuals, baseline and peak shape 
parameters displayed at the output from LCModel. Spectra with relevant artifacts were 
promptly excluded. We included spectra with SNR (signal-to-noise ratio) > 5 and 
FWHM (full width at half maximum) < 0.14 ppm. Finally, we used only quantifications 
values with uncertainties <15%, as recommended by LCModel guidelines. Figure 1(C 
to E) displays representative spectra from patients and healthy individuals. 
Statistical analysis 
For this observational study, we performed Shapiro-Wilk and Levene tests to evaluate 
data distribution and homogeneity of variances across groups. Healthy individuals 
were not age-matched to patients, owing to our strict inclusion criteria for the control 
group. Therefore, we used age as a covariate, when necessary. Pearson’s chi-square 
test was used to the variables gender and AED regimen type. Age at onset and 
duration of epilepsy were evaluated using Mann-Whitney U test and Analysis of 
variance (ANOVA), respectively. 
We used t tests to investigate for asymmetries between left and right metabolic 
quantifications and HV of the controls. We performed a two-way multivariate analysis 
of covariance (MANCOVA), followed by pairwise comparisons with Bonferroni 
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correction to evaluate the NAA/Cr ipsi- and contralaterally to HS, with AED-response 
and HS-side as categorical predictors, and age as a covariate. It included the 
interaction between AED-response and HS-side and analyses of the main effects. The 
residuals for mIns/Cr and HV values did not fit normality for all groups, therefore ipsi- 
and contralateral measures were analyzed using a Kruskal-Wallis test with follow up 
planned comparisons using Mann-Whitney U tests and Holm-Bonferroni correction.23  
We used a Spearma Rhô correlation to evaluate the relationship between metabolites, 
HV and the clinical variables seizure frequency, age at onset of epilepsy and epilepsy 
duration. To avoid multiple comparisons and desensitize the analyses, we used a ratio 
of the ipsilateral over the contralateral values. Since ipsilateral values are expected to 
show the broader alterations, the pattern of each variable remained unaltered. 
Variables were described by mean ± standard deviation (SD) or median [range] or 
frequency, when appropriate. We set an alpha level of 0.05 as statistical significant. 
Since we have a directional hypothesis, we report one-tailed p values when 
appropriate. Missing data were treated by listwise deletion for MANCOVA, and 
pairwise deletion for the other analyses. No serious violations of each test assumptions 
were found. We used SPSS (Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.) to perform all the 
statistical tests.  
Results 
Subjects  
After careful MRI and EEG recordings examination, considering the exclusion criteria 
and spectra quality assessment, we excluded 28 patients (four of these patients were 
excluded because they had MRI-negative outcome and unclear EEG lateralization) 
and 7 control subjects. Therefore, the final cohort included 92 patients and 50 controls.  
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All the patients diagnosed with HS had clear unilateral MRI signs of HS on visual 
analyses and unilateral hippocampal atrophy confirmed by volumetry. Thirteen patients 
included underwent surgical resection during the study. According to ILAE criteria,24 
histopathological analysis revealed ILAE type 1 HS in eight cases, ILAE type 2 in two 
patients, no-HS (gliosis only) class in one patient, and in two patients the surgical 
specimen available corresponded to hippocampal head. All these patients showed 
ipsilateral HA on MRI with abnormal structure and shape, asymmetrical T2-
wheighted/FLAIR signal hyperintensity and T1-wheighted signal hypointensity. The 
side of HS was concordant with EEG lateralization in all patients. Among MRI-negative 
patients, 17 out of 23 (73.9%) had a left-sided and 6 (26.1%) a right-sided focus on the 
EEG. Seizure semiology was indicative of mesial temporal lobe origin for all the 
patients. SzF patients reported a period of (mean ± SD) 4.5 ± 3.3 years (range 1–13) 
without seizures. Patients were using one or more of the following AEDs: 
carbamazepine, clobazam, phenytoin, topiramate, lamotrigine, valproate, lacosamide, 
oxcarbazepine, and clonazepam. Table 1 displays detailed clinical information of all 
categorical predictors.  
Controls (median [range], 35.5 [19-64] years) were younger than patients (49 [19-64] 
years, H(1, n = 142) = 12.2, p < 0.0001) but there was no difference in sex distribution, 
X2(1, n = 142) = 0.62, exact p = 0.47. None of the controls presented with alterations 
on MRI (by visual analyses and volumetry) nor metabolic asymmetries for NAA/Cr 
(right hippocampus mean ± SD, 0.96 ± 0.12; left hippocampus 0.98 ± 0.11; t(94.95) =-
1.02, p = 0.31), mIns/Cr (right hippocampus 1.15 ± 0.13, left hippocampus 1.13 ± 0.12, 
t(95) = -0.95, p = 0.34) and HV (right hippocampus 4212.6±743.1; left hippocampus 
4044.9±571.6; t(98) = -1.38, p = 0.17). Hence, we used mean values of the paired 
hippocampi of each control subject in subsequent analyses.  
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Table 1. Summary of demographic and clinical details of groups included in the study. 
  AED-response  HS-side  
Variables 
Controls 
(n = 50) 
SzF 
(n = 40) 
AED-R 
(n = 52) 
p 
values* 
MRI-
negative 
(n = 23) 
Right-HS 
(n = 30) 
Left-HS 
(n = 39) 
p 
values* 
Age at onset of epilepsy, median 
(range) 
- 14 (0 - 48) 12 (0 - 40) 
0.87 
15 (0 – 48) 13 (1 – 37) 11 (0 – 40) 
0.52 
Focal seizures, frequency/mo, median 
(range) 
- - 3 (0.3 – 30) 
- 
0 (0 – 12) 2 (0 – 30)d 2 (0 - 30)d,ns 0.047 
Epilepsy duration, yr, mean ± SD 
- 
31.5 ± 
14.3 
34.4 ± 12.6 
0.23 
29 ± 13.6 34.7± 13.2 34.3 ± 13.1 
0.32 
AED regimen, n (%)         
  Monotherapy - 23 (57.5) 7 (13.7) 
<0.001 
11 (47.8) 9 (30) 10 (26.3) 
0.043 
  Polytherapy - 15 (37.5) 44 (86.3) 10 (43.5) 21 (70) 28 (73.7) 
  Withdrawal - 2 (5) -  2 (8.7) - -  
Ipsilateral HV, mm³, mean ± SD 
4128 ± 
600 
3568 ± 
738a 
3159 ± 
839a,b 
<0.001 
4116 ± 563 
3069 ± 
709a,c 
3082 ± 
738a,c,ns 
<0.001 
Contralateral HV, mm³, mean ± SD 4189± 670 4088 ± 819 0.87 4219 ± 660 4070 ± 671 4129 ± 874 0.73 
The seizure frequency was different for HS-side (X2(2) = 6.09) and frequency of polytherapy was different for AED-response, X2(1) = 21.3, and HS-side, X2(2) 
= 4.39 (excluding the two patients in AED withdrawal). Only ipsilateral HV was significant regarding AED-response, X2(2) = 34.07 and HS-side, X2(3) = 57.3. 
MTLE: mesial temporal lobe epilepsy; AED: antiepileptic drugs; SzF: seizure-free patients; AEDR: pharmacoresistant patients; HS: hippocampal sclerosis; n: 
number of patients; y: years; SD: standard deviation; HV: hippocampal volumes; bdifferent from SzF at p = 0.01; cdifferent from MRI-negative at p < 0.001; 
ddifferent from MRI-neg at p < 0.017;  nsnon-significant compared to right-HS; variables with missing data, n (%): AED regimen 1 (0.7%) of total. 
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Two-way analysis of NAA/Cr changes 
There was no significant interaction between AED-response and HS-side on the linear 
combination of ipsi- and contralateral NAA/Cr values (F4, 260 = 0.859, Pillai’s Trace = 
0.26, p = 0.49, η2 = 0.013). Therefore, we interpreted each main effect separately, as 
follows. 
Effects of AED-response and HS-side on NAA/Cr  
In fact, analyses of the main effects (one-way) showed a significant effect of the AED-
response, (F4,268= 8.42, p < 0.0001, Pillai’s Trace = 0.223, η2 = 0.112) on NAA/Cr 
levels. Post hoc comparisons showed an ipsilateral NAA/Cr reduction in the AED-R 
group (0.824 ± 0.136) compared to both SzF (0.925 ± 0.106, p < 0.0001) and controls 
(0.974 ± 0.105, p < 0.0001). SzF group was not different from controls (p = 0.37). We 
also found a significant contralateral NAA/Cr decrease in AED-R (0.898 ± 0.127) 
compared to controls (p = 0.015) [Fig 1A]. 
Regarding HS-side effect, we found a significant difference (F6, 266 = 3.51, p = 0.002, 
Pillai’s Trace = 0.147, η2 = 0.073) on the ipsi- and contralateral NAA/Cr quantification. 
Post hoc tests showed an ipsilateral NAA/Cr reduction in left-HS (0.847 ± 0.137), and 
right-HS (0.872 ± 0.150) compared to controls (p < 0.0001 and p = 0.015, respectively), 
and a contralateral NAA/Cr reduction in left-HS (0.885 ± 0.127) compared to controls 
(p = 0.011) [Fig 1B]. 
Effects of AED-response and HS-Side on mIns/Cr 
We found significant difference among groups of AED-response for ipsilateral mIns/Cr 
changes (H(2) = 7.91, p = 0.018) but not for the contralateral levels (H(2) = 3.07, p = 
0.215). Planned comparisons revealed a significant ipsilateral mIns/Cr increase in 
AED-R (1.27 [0.59 - 2.04]) compared to controls (1.13 [0.94 – 1.37]), U = 846, z = -
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2.78, p = 0.003, r = 0.278). There was no significant difference between SzF (1.24 
[0.79 – 1.54]) and controls (U = 774, z = -1.483, p = 0.74, r = 0.158). 
We also found a significant difference among groups of HS-side for ipsilateral mIns/Cr 
(H(3) = 9.007, p = 0.029) and a tendency for contralateral mIns/Cr (H(3) = 7.694, p = 
0.051). Follow up planned comparisons showed an ipsilateral increase of mIns/Cr in 
left-HS patients (1.27 [0.75 – 2.04]) compared to controls (U = 615, z = -2.822, p = 
0.002, r = 0.301). The ipsilateral mIns/Cr increase in right-HS (1.26 [0.89 – 1.91]) 
compared to controls also reached statistical significance (U = 508, z = -1.783, p = 
0.038, r = 0.203). However, it did not survive Holm-Bonferroni correction. Figure 1C 
and D illustrates these findings. 
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Figure 2. Neuronal-glial abnormalities in MTLE features. Effects of pharmacoresponse 
(A) presence and side of HS (B) in total n-acetylaspartate/total creatine (NAA/Cr) 
levels, and myo-inositol/Cr (mIns/Cr) levels according to pharmacoresponse (C) 
presence and side of HS (D). *Significantly different from controls p < 0.015; 
§significantly different from SzF at p < 0.01. NAA/Cr = N-acetylaspartate + N-acetyl-
aspartylglutamate ratios to creatine + phosphocreatine; AED-R = pharmacoresistant 
groups; SzF = seizure free groups; HS = hippocampal sclerosis.  
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Correlation between metabolites, hippocampal volumes and clinical features 
We found significant correlations between pairs of variables of interest, although with 
only weak to moderate strength. Correlations coefficients and p values are displayed 
in Table 2.   
Table 2. Spearman Rhô correlation coefficients between metabolites, hippocampal 
volumes and clinical variables. 
Variables NAA/CrAsym mIns/CrAsym HVAsym 
Seizure 
frequency 
Age at 
onset of 
epilepsy 
Epilepsy 
duration 
NAA/CrAsym. - -.243** .274** -.278** .235* -.194* 
mIns/CrAsym.  - -.260** .162 -.140 .038 
HVAsym   - -.287** .198* -.220* 
Seizure 
frequency 
   - -.123 .082 
Age at onset 
of epilepsy 
    - - 
Epilepsy 
duration 
     - 
NAA/CrAsym: asymmetry values of n-acetylaspartate + n-acetylaspartylglutamate ratios 
to creatine; mIns/CrAsym: asymmetry values of myo-inositol ratios to creatine; HVAsym: 
asymmetry of hippocampal volumes. *p < 0.05 (one tailed) **p < 0.01 (one tailed).  
 
Discussion 
Herein we aimed to evaluate the relationship between pharmacoresponse, presence, 
and lateralization of HS and metabolic abnormalities, using an integrative study design. 
Previous 1H-MRS studies evaluated the metabolic changes in pharmacoresistant 
MTLE patients, regardless of the presence and side of HS,25, 26 or evaluated metabolic 
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abnormalities focused on MTLE with or without HS only.21, 27 In the present study, we 
analyzed the NAA/Cr and mIns/Cr changes and its relationships with the type of 
pharmacoresponse, presence, and side of HS in a large and homogeneous series of 
unilateral MTLE patients.  
Reduced N-acetyl-aspartate (NAA), a widely studied neuronal marker,5 is associated 
with neuronal loss and dysfunction ipsi- and contralateral to the epileptogenic focus,3, 
9, 10 reflecting the widespread damage underlying MTLE.28 The osmolyte mIns 
correlates with a tissue marker of glial cells6 and is increased in both human29 and 
animal models of MTLE.7 Both molecules provide in vivo information on the neuronal-
glia changes associated with MTLE.  
Effects of AED-response and Side of HS on NAA/Cr levels 
We showed that AED-R patients present with bilateral reduction of NAA/Cr. Moreover, 
in SzF patients the ipsilateral NAA/Cr levels were less impaired than in the AED-R 
group. Studies focused on the metabolic profile of AED response point to a relationship 
between pharmacoresistance and NAA decrease25, 26 yielding to ipsilateral alterations. 
Our results of greater NAA reduction in MTLE patients with pharmacoresistance than 
in those who are seizure free agree with a previous study30 and highlight the functional 
role of NAA in pharmacoresistant MTLE. Indeed, there is evidence of functional 
abnormality in addition to the underlying lesion,10, 16, 27, 31, 32 also supported by the 
contralateral normalization of NAA ratios after resection of the epileptogenic focus.33 
Thus, NAA alteration is reversible to some extent. It is unlikely that NAA reduction 
reflects neuronal loss only.4 
Bilateral NAA reductions have been associated to HS in cohorts of pharmacoresistant 
patients.9, 27 Our findings of bilateral NAA/Cr decrease in AED-R group suggest that 
previous reports likely reflect not only the presence of HS, but also the contribution of 
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uncontrolled seizures. It is further supported by the negative correlations between 
NAA, seizure frequency3 and interictal EEG activity.34 
Furthermore, despite significant correlations between NAA decrease and HV obtained 
from structural MRI,10 the correlation of NAA levels with neuronal loss in postoperative 
histopathology remains controversial.3, 4, 28, 35-37 It might indicate a greater sensitivity 
and concordance between MRI analyses10 and the dual role of NAA decrease, 
translating both structural and functional damage. Although the exact neurobiological 
role of NAA is unknown, mitochondrial disturbances are likely mechanisms implicated 
in NAA abnormalities in TLE,4, 38 leading to neuronal dysfunction.     
Regarding the main effect of HS-side, left-HS patients had more pronounced, bilateral 
NAA/Cr decrease whereas right-HS group showed only ipsilateral abnormality. Studies 
using 1H-MRS have shown bilateral NAA changes associated to HS in individual and 
group analyses.9, 27 Still, the lowest NAA ratios remain ipsilateral to the HS27 and the 
more well lateralized the EEG is, the less symetrical are the NAA reductions.10 
Moreover, contralateral reduced NAA is present although not significant or less 
markedly.10, 27One previous study concluded that pharmacoresistant patients with 
right-sided HS (n = 16) have more impaired NAA reduction than left-sided HS (n = 
13).39 However, that study39 was underpowered, and close inspection of the raw data 
does not lead to that conclusion in our opinion.  
Our findings add to a growing body of evidence which indicates a greater impact of 
left-HS in functional and structural MRI abnormalities in MTLE as compared to right-
HS and negative-MRI MTLE.11, 12, 32, 40 Data on large-scale brain networks showed 
bilateral and widespread connectivity abnormalities in left-HS MTLE.40 Structural data 
also support the same hypothesis, showing more intense progressive white and gray 
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matter atrophy in left-HS MTLE.32 White matter alterations measured by diffusion-
tensor imaging (DTI) are more diffuse in left-sided MTLE as well.13, 41 
Effects of AED-response and HS-side on mIns/Cr 
Here we showed increased ipsilateral mIns/Cr levels in AED-R patients. Accordingly, 
an increase in mIns were associated to pharmacoresistant patients with HS compared 
to controls, but not with those seizure free with negative MRI29. However, since that 
report29 comprise very distinct groups of patients, with opposite outcomes, it does not 
clarify whether it was due to the pharmacoresistance, the presence of HS or a 
combination of both. Furthermore, other studies failed to find differences in mIns levels 
in cohorts of pharmacoresistant patients with or without HS in vivo42 and postsurgical 
tissue extracts,38 although there is a significant correlation between mIns and glial 
markers in histopathological analysis of pharmacoresistant postsurgical biopsies.6 
Recently, a 7T 1H-MRS study showed that metabolic alterations appeared to be 
differentially expressed depending on the hippocampal subfield.43 Although the results 
for mIns at 7T 1H-MRS were not significant43 and the study being preliminary, it gives 
insights on the pattern of metabolic alterations. The extent of mIns correlation with 
markers of gliosis in histopathology might rely on structural, specific alteration.  
Indeed, we found a mIns/Cr ipsilateral increase in left-HS and a tendency for ipsilateral 
increase in right-HS patients. Inspection of Figure 3 suggests an increase also in 
contralateral mIns/Cr in left-HS. Nonetheless, our results extend the stablished 
knowledge of abnormally increased levels of mIns ipsilateral to the seizure focus,29 
showing that both AED-R and left-HS present with more impaired mIns levels. 
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Correlation between metabolites, hippocampal volumes and clinical features 
We found consistent correlations between the degree of NAA/Cr abnormality with the 
HV asymetry, higher seizure frequency, earlier epilepsy onset and longer disease 
duration, indicating structural and functional abnormalities. It corroborates previous 
findings3, 10 and confirm that presence of HS might not explain NAA reduction alone. 
Interestingly, mIns/Cr showed a negative correlation with NAA/Cr, i.e., the degree of 
gliosis rises along with worse neuronal damage, considering that NAA/Cr reduction 
means greater neuronal abnormality. This finding reproduces the classical neuronal 
loss and gliosis found in tissue analysis,34 adding to the role of NAA and myo-Ins as 
nonvivasive biomarkers of HS.6 
Moreover, an increase in mIns/Cr levels correlated with lower HV and showed only a 
weak nonsignificant correlation with seizure frequency. Seizure activity in terms of 
interictal epileptic discharges also failed to correlate with mIns.34 In animal models, 
seizure frequency was correlated to only a subpopulation of reactive astrocytes.7 
Increased sustained mIns levels are found during epileptogenesis and when recurrent 
seizures develop,44  This might indicate that mIns translate information about 
dysfunction, yet more related to structural alterations, rather than to the seizure burden. 
Clinical translation 
Bilateral metabolic alterations are predictors of poorer surgical outcomes.33 Recently, 
a study demonstrated areas of metabolic changes on 18F-FDG-PET associated with 
a poor surgical prognosis was diferentially expressed for each side of HS.45 Thus, 
attention must be given to the groups most prone to show widespread alteration and 
might improve postsurgical seizure control. Results of individual bilateral or widespread 
abnormalities could add to the presurgical evaluation and contribute to choose better 
resection strategies. For instance, we can suppose that left-HS patients could undergo 
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a less converservative hippocampal resection. Futhermore, AED trials and presurgical 
evaluation are often very time-consuming. Since an earlier surgical treatment means 
a better prognosis,46 metabolic alterations may be used as predictors of 
pharmacoresponse, which might support earlier surgical referral.  
Study limitations 
We did not segment structural images to correct for the variation of CSF content within 
each voxel. To minimize partial-volume effects, we used metabolites normalized by Cr, 
i.e., relative quantification to an endogenous metabolite. Since the amount of CSF 
within any given voxel affects the signal for all metabolites in a similar way, the Cr 
normalization helps to correct for this partial volume effect.33, 47 It is reasonable to 
assume that Cr is stable or slightly elevated in areas of epileptic damage.33, 48 Thus, 
metabolite ratio findings can be interpreted as abnormalities related to the 
epileptogenic effect. Moreover, it is not possible to know the scale factor between the 
strength of the magnetization that generates the signal intensities and the raw data 
signal obtained in whole-body acquisition systems47 making difficult comparisons 
between results from different studies. This approach not only simplifies quantification 
across individuals but also makes comparisons of studies more feasible.  
In summary, our findings suggest that pharmacoresponse, presence and side of HS 
independently influence neuronal-glial abnormalities. NAA/Cr is associated with a 
network of neural damage, that is more widespread in both pharmacoresistant and left-
HS patients as compared to those who are seizure free, right-HS or negative MRI, thus 
reflecting our findings of abnormal NAA/Cr bilaterally in pharmacoresistant and left-HS 
and only ipsilateral in seizure free and right-HS. On the other hand, mIns/Cr 
abnormality shows that gliosis seems to be restrict to the seizure focus, but still 
associated with pharmacoresponse dysfunction and left-sided HS.  
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To our knowledge, this is the first time that in vivo noninvasive markers of classical 
features of HS are associated to independent effects of type of pharmacoresponse and 
side of HS, showing distinct underlying patterns of neuronal-glial changes. These 
noninvasive findings correlate with the classic histopathological HS features and may 
help to improve knowledge on the pathophysiology of MTLE, differentiate disease 
subtypes and target better therapies and surgical strategies. Future studies should 
focus on the metabolic changes of even larger and well-defined cohorts as well as 
animal models of TLE, to further characterize possible related clinical variables and 
clarify the underlying epileptogenic process.  
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Abstract 
Objective: To evaluate changes in glutamate plus glutamine relative to creatine plus 
phosphocreatine (NAA/Cr and Glx/Cr, respectively) associated with 
pharmacoresponse, presence and side of hippocampal sclerosis (HS) in mesial 
temporal lobe epilepsy (MTLE). 
Methods: We compared ipsi- and contralateral hippocampal metabolites between (1) 
pharmacoresponsive/pharmacoresistant groups with and without MRI signs of HS, (2) 
pharmacoresponsive/pharmacoresistant groups with left or right-HS from 92 unilateral 
MTLE and 50 controls. Clinical data, data on hippocampal volumetry and metabolic 
alterations were analyzed to provide further information about each group. 
Results: We found an ipsilateral Glx/Cr reduction associated with pharmacoresistance 
and HS. 
Interpretation: The Glx/Cr decreases reflect both structural and functional 
abnormalities and reveal a spectrum of changes in MTLE, with pharmacoresistant and 
HS patients presenting with broader alterations than those with right-HS, MRI-
negative, and seizure free. 
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Introduction 
Hippocampal sclerosis (HS) is the main pathological finding in mesial temporal 
lobe epilepsy (MTLE) which also presents with a higher frequency of 
pharmacoresistance.1 On histological analysis, HS is classically characterized by 
selective neuronal loss and intense gliosis.2 On a MRI basis, HS presents with signs 
of reduced hippocampal volume, changes in hippocampal anatomy and increased T2 
signal.3  
Proton-magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS) offers the opportunity to 
evaluate in vivo metabolic changes without intervention, accessing valuable 
information in several conditions. Studies using the technique has been shown 
clarifying differences in MTLE with or without hippocampal sclerosis (HS),4 involved in 
functional and structural damage. However, for some metabolic alterations, HS related 
changes has been restricted to the major clinical issues, such as pharmacoresponse, 
focusing on alterations in drug-resistant patients.  
Glutamate (Glu), a major excitatory neurotransmitter, has been implicated in the 
pathophysiology of MTLE, owing to neurotoxicity and involvement in 
pharmacoresistance.5 Dysregulation of Glu cycling and excessive Glu releasing may 
account for increased ictal6 and interictal extracellular levels of Glu7, 8 in epileptic tissue. 
Mitochondrial and energetics disturbances are also involved.9 One of the first studies 
using 1H-MRS in MTLE and neocortical epilepsy showed reduced Glu content in tissue 
extracts from sclerotic hippocampi.10 Invasive methods capable of measuring 
extracellular metabolites showed an increase of Glu in the epileptogenic focus, both 
ictal and interictally.6, 8 On the other hand, MRS of tissue extracts from animal models 
of MTLE showed a decrease in Glu.9, 11, 12   
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In vivo 1H-MRS studies showed increased Glu ipsi-13 and contralateral14 to 
seizure focus in MTLE patients with or without HS. The different characteristics of 
MTLE (e.g., the type of pharmacoresponse, the presence of HS or negative MRI) and 
distinct methodological approaches applied may account for these discrepant findings.  
In this context, the characterization of in vivo noninvasive measures of Glu, 
regarding functional and structural features, may help to better characterize this 
measure in MTLE, given the contradictory findings and implications of Glu 
disturbances for the epileptogenic process. Thus, we used single-voxel 1H-MRS to 
investigate whether NAA and Glu quantification differ in a homogeneous series of 
patients with unilateral MTLE. We hypothesized that Glu abnormalities in the 
epileptogenic mesial temporal region are related to pharmacoresistance and HS, likely 
worsened depending on side of HS. 
Material and Methods 
Subjects and clinical definitions 
We evaluated 92 patients with unilateral MTLE with or without MRI signs of HS and 50 
healthy individuals as controls, recruited in the outpatient epilepsy service of the 
Clinical Hospital of the University of Campinas. MTLE diagnosis followed ILAE 
criteria.15, 16 We evaluated EEG recordings, neuroimaging, and neuropsychological 
exams from all patients. Patients with bilateral signs of MTLE, dual pathology and 
extra-hippocampal alterations were excluded as well as controls with personal or family 
history of epilepsy or other neurological/psychiatric disorder or any systemic illness. 
The local ethics committee approved the present research. All participants were older 
than 18 years old and signed written informed consent. 
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Clinical criteria and definitions for HS diagnosis on MRI,3, 17, 18 pharmacoresponse, 19 
epilepsy onset and duration has already been described. We assigned individuals to 
the following groups, according to response to AEDs (SF and AED-resistant), presence 
and side of HS: i) SF with left (SF-left), ii) right-HS (SF-right) or iii) without HS (SF-MRI-
negative); iv) AED-Resistant with left-HS (AED-resistant-left), v) right-HS (AED-
resistant-right) and vi) without HS (AED-resistant-MRI-negative) and vii) controls. 
Structural MRI acquisition  
The data was routinely acquired with an MRI epilepsy protocol in a whole body 3T 
Achieva scanner (Philips Medical Systems, Best, The Netherlands). We used a 
standard 8-channel head coil. Briefly, we acquired T1-weighted gradient-echo 
volumetric 3D (3-dimensional) sequence in the sagittal plane (1 mm thick, no gap, flip 
angle=8°, repetition time (TR)=7.0ms, echo time (TE)=3.2 ms, matrix 240x240, field of 
view (FOV) = 240x240 mm2 for hippocampal automatic segmentation and obtain  
hippocampal volumes (HV), using FreeSurfer software (Version 5.3.0; 
http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu). The procedure to correct for individual brain 
volumes and define hippocampal atrophy was previously detailed.3 
1H-MRS acquisition  
For metabolic acquisition, we performed single-voxel 1H-MRS data using a PRESS 
(Point RESolved Spectroscopy) sequence with and without water suppression pulse, 
TE/TR=35ms/ 2000ms, 196 averages, voxel size 30x15x12 mm3 (anteroposterior X 
right-left X foot-head) [APxRLxFH], shimming volume 30x30x23 mm3 (APxRLxFH). 
The voxel was placed in the anteromedial region of the hippocampus (because this 
region is more accessible to the single voxel technique and is shown to be more 
affected by the disease),14, 20, 21 avoiding bone structures and regions with CSF 
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content. The extent of the hippocampus covered depended on the degree of atrophy 
(Fig 1A and B). 
1H-MRS quantification  
Quantification of 1H-MRS data was performed with LCModel software version 6.3-0B.22 
LCModel is a user-independent software, which performs automatic spectral fitting as 
a linear combination of model spectra in the frequency-domain avoiding operator 
bias.22 To ensure consistency, we used a Matlab script developed in-house to 
automatically process all spectra with LCModel and export concentration data into a 
single spreadsheet.  
Assessment of spectra quality 
We visually evaluated each spectrum based on residuals, baseline and peaks shape 
parameters displayed at the output from LCModel. Spectra with relevant artifacts were 
promptly excluded. We included spectra with SNR (signal-to-noise ratio)>5 and FWHM 
(full-width-at-half-maximum) < 0.14 ppm. Finally, we used only quantifications values 
with a Cramer-Rao lower bound <15%, as recommended by LCModel guidelines. 
Statistical analysis 
We performed Kolmogorov-Smirnov tests to evaluate data distribution. Controls were 
not age-matched to patients owing to our strict inclusion criteria. Therefore, we used 
age as a covariate, when necessary. 
We evaluated epilepsy duration by univariate one-way analysis of covariance 
(ANCOVA) with Tukey post hoc test; age at onset of epilepsy and seizure frequency 
were analyzed using a Kruskal-Wallis test with follow-up Mann-Whitney tests between 
groups pairs, corrected by Bonferroni adjustment for multiple comparisons. For seizure 
frequency, we compared only patients presenting focal seizures (AED-resistant 
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groups). Fisher’s Exact test was used to compare the categorical variables gender, 
AED regimen type and presence of metabolic abnormality at individual analysis. To 
define abnormal metabolic values, we followed the same criteria described by Cendes 
et al.,23 considering absolute alterations instead of lateralization. We considered 
abnormal those reductions in z-scores of NAA/Cr <2SDs from the mean of controls. 
We started with no directional hypothesis and inspected both 2SDs reduction or 
elevation of Glx/Cr z-scores from the mean of the controls.  
We used a t-test to compare left and right hippocampal quantifications of the controls 
for Glx/Cr quantification (right hippocampus mean 1.95 ± 0.44; left hippocampus mean 
1.81±0.34; t (88.14) = 1.7, p = 0.92). Hence, we used mean values of the paired 
hippocampi of each control subject. We used a general linear model (GLM), followed 
by pairwise comparisons with Bonferroni correction to evaluate metabolites ipsi- and 
contralaterally to HS between groups. To control for type II error, we performed GLM 
in two levels: first, pharmacoresponse with or without HS (SF-MRI-neg, SF-HS, AED-
Resistant-HS, AED-Resistant-MRI-negative, and controls), then we censored MRI-
negative patients and evaluated pharmacoresponse pattern with left or right-HS (SF-
right, SF-left, AED-Resistant-right, AED-Resistant-left, and controls).  
Variables were described by mean ± SD, median with range or frequency. We set an 
alpha level of p < 0.05. We applied listwise deletion for missing data in MANCOVA and 
pairwise deletion for the other analyses. We used SPSS (Version 22.0. Armonk, NY: 
IBM Corp.) to perform statistical analyses.      
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Results 
Subjects  
In this study we included 92 patients and 50 healthy controls. Clinical information of all 
patient groups is summarized in Table 1. Controls (mean 39±13.7 years) were younger 
than patients (mean 47.4±10.1 years; Kruskal-Wallis, X2(6, n = 42) = 13.7, p = 0.03) 
but there was no difference in sex distribution (Fisher’s Exact test, X2(6, n=142), p = 
0.33).  
Regarding only groups of patients, there were no differences age (Kruskall-Wallis, 
X2(5, n = 92) = 1.89, p = 0.86) and duration of epilepsy (ANOVA, F5,86 = 1.28, p = 0.27, 
η2 = 0.06). Seizure free patients reported a mean period of mean 4.5±3.3 years (range 
= 1–13) without seizures. Analyzing AED-resistant subgroups only, we found no 
differences in the seizure frequency (Kruskall-Wallis test, X2(2, n = 51) = 0.78, p = 
0.68). We found a significant difference in the ipsilateral HV (ANCOVA, F5, 85 = 10.48, 
p< 0.0005, η2 = 0.38) but not in the contralateral HV (ANCOVA, F5,85 = 0.51, p = 0.77, 
η2 = 0.29) among all groups. As expected, ipsilateral HVs were smaller in SF-left 
compared to SF-MRI-negative (p = 0.21), SF-right when compared to SF-MRI-negative 
and AED-Resistant-MRI-negative (p = 0.001 and p = 0.01, respectively), AED-
Resistant-left compared to both SF- and AED-Resistant groups (p < 0.0005 for both 
comparisons) and AED-Resistant-right compared to SF- and AED-Resistant-MR-
negative groups (p = 1.0 in both comparisons) and between SF-left compared to AED-
Resistant-MRI-negative groups (p = 0.14). Patients were using of one or more of the 
following AED: carbamazepine, clobazam, phenytoin, topiramate, lamotrigine, 
valproate, lacosamide, oxcarbazepine, and clonazepam, either in mono- or 
polytherapy. 
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Table 1. Clinical details of groups included in the study. 
  MTLE groups  
  Seizure-free AED Resistant  
Clinical variable Controls 
(n = 50) 
Left 
(n = 15) 
Right 
(n = 10) 
MRI-neg 
(n = 15) 
Left 
(n = 24) 
Right 
(n = 20) 
MRI-neg 
(n = 8) 
p value* 
Woman, n (%) 27 (54) 9 (60) 3 (30) 9 (60) 16 (66.7) 15 (75) 4 (50) 0.3 
Age, yr, median (range) 35.5 (19 – 
64) 
46 (19 – 64) 52 (37 – 61) 
52 (32 – 
64) 
49 (26 – 64) 49 (21 – 47) 
51.5 (24 – 
59) 
0.03 
Age at onset of epilepsy, yr, mean ± SD - 11.5 ± 9.4 20.8 ± 13 17.4 ± 11.6 12.7 ± 9.8 9.4 ± 7.2 21.9 ± 11.6 0.002 
Focal seizures, frequency/ month, 
median (range) 
- - - - 3 (3 – 30) 4 (1-30) 2.5 (3 - 12) 0.7 
Epilepsy duration, yr, mean ± SD - 33.5 ± 16.2 29.3 ± 12.5 30.9 ± 14.1 34.8 ± 11.2 37.4 ± 13 25.4 ± 12.9 0.3 
AED regimen, n (%)         
  Monotherapy - 7 (46.7) 6 (60) 10 (66.7) 3 (13) 3 (15) 1 (12.5) 
<0.0005 
 
  Polytherapy - 8 (53.3) 4 (40) 3 (20) 20 (87) 17 (85) 7 (87.5) 
  Withdrawal - - - 2 (13.3) - - - 
Ipsilateral HV, mm³, mean ± SD 
- 
3414.4 ± 
633.2 
2973.2 ± 
510.1 
4118 ± 
590.4 
2875.1 ± 
735.6 
3117.7 ± 798 
4114.2 ± 
548.8 
0.0005 
Contralateral HV, mm³, mean ± SD 
- 
4355.9 ± 
713.9 
3993.1 ± 
519.8 
4154 ± 
715.6 
3987.9 ± 
947.7 
4109.4 ± 
745.7 
4340.7 ± 
567.9 
0.7 
The frequency of polytherapy (Fisher’s Exact test, X2(10, n = 91) = 29.1, exact p < 0.0005) and age at onset of epilepsy (Kruskall-Wallis test, X2(5, n = 92) = 
12.5, p = 0.028) were different among patients, although the last did not survive Bonferroni correction. MTLE: mesial temporal lobe epilepsy; AED: antiepileptic 
drugs; SD: standard deviation; AED: antiepileptic drugs; MRI-neg: MRI-negative; n: number of patients; y: years; HV: hippocampal volumes. *p values drawn 
from the main analyses. 
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Pharmacoresponse with or without HS 
In this first analysis, we evaluated the effects of the pharmacoresponse on the 
metabolic quantification in patients with or without HS. There was a significant 
difference among groups on metabolite quantification (MANCOVA, F16,480=2.17, 
p=0.005, Pillai’s Trace = 0.27, η2partial = 0.68). Pairwise comparisons with Bonferroni 
correction showed a lower ipsilateral Glx/Cr only in the ipsilateral hippocampus in AED-
Resistant-HS group compared to controls (p = 0.011) (Fig 1A).  
Pharmacoresponse with left or right-HS 
Here we focused on the effects of side of HS on Glx/Cr quantification. We showed a 
significant difference among groups on metabolite quantification (MANCOVA, F16,396 = 
2.98, p < 0.0005, Pillai’s Trace = 0.43, η2partial = 0.19). Follow-up comparisons showed 
no differences were found for ipsi- or contralateral Glx/Cr among groups (p > 0.05) (Fig 
1B). 
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Figure 1. Mean ipsi- and contralateral glutamate levels in the hippocampus of patients, 
according to pharmacoresponse with the presence (A) or side of hippocampal sclerosis 
(B) and controls. *Significantly different from controls. Glx/Cr: glutamate + glutamine 
ratios to creatine + phosphocreatine; AEDR = pharmacoresistant groups; SF = seizure 
free groups; HS = hippocampal sclerosis; -neg = MRI-negative groups. Error bars: 95% 
confidence interval. 
 
Individual abnormalities – confirmatory investigation 
We computed the total number of individual abnormal measures based on z-scores to 
further evaluate whether group findings reflect actual individual abnormalities, as 
summarized in Table 2.  
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Table 2. Frequencies of abnormal individual levels of Glx/Cr computed in each group. 
 MTLE groups 
 Seizure free AED resistant 
Clinical variable Left Right MRI-neg Left Right MRI-neg 
Glx/Cr       
Normal, n (%) 14 (93.3) 7 11 (84.6) 18 (85.7) 11 (84.6) 6 (75) 
    Abnormal decreasing, n (%) 1 (6.7) None None 2 (9.5) 1 (7.7) 1 (12.5) 
    Abnormal increasing, n (%) None None 2 (15.4) 1 (4.8) 1 (7.7) 1 (12.5) 
Missing data, n 1 3 2 3 7 None 
Total, n 15 10 15 24 20 8 
The proportion of individuals with reduced or increased Glx/Cr did not differ among 
groups (Fisher’s test, X2(10, n=77) = 6.2, exact p=0.836). MTLE: mesial temporal lobe 
epilepsy; AED: antiepileptic drugs; Glx/Cr: glutamate + glutamine/total creatine; MRI-
neg: MRI-negative. 
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Discussion 
Herein we aimed to evaluate the relationship between pharmacoresponse, presence, 
and lateralization of HS and metabolic abnormalities, using an integrative study design. 
Previous 1H-MRS studies evaluated the metabolic changes in pharmacoresistant 
MTLE patients, regardless presence and side of HS,24, 25 or evaluated metabolic 
abnormalities associated with the presence of HS only.13, 14 In the present study, we 
analyzed the NAA/Cr and Glx/Cr changes and its relationships with the type of 
pharmacoresponse, presence, and side of HS in a large and homogeneous series of 
MTLE patients. 
Subjects  
We did not find differences in epilepsy duration, seizure frequency, and age at onset 
of epilepsy between groups of patients, following similar results found elsewhere.25-27 
As expected, hippocampal atrophy was more pronounced in patients with uncontrolled 
seizures and HS when compared to both SF and AED-resistant-MRI-negative groups.  
Pharmacoresponse pattern with or without HS 
First, we showed that MTLE patients with uncontrolled seizures and HS present 
ipsilateral reduction of Glx/Cr, what is reasonably expected, but not confirmed in vivo 
before. MRS detects only the cytoplasmic pool of Glu and Gln in neuronal and glial 
cells,28 which greatly exceeds the extracellular concentration in normal conditions.29 In 
fact, higher extracellular Glu levels measured by microdialysis are associated with the 
epileptogenic focus,6, 7 spontaneous seizures,6 and lesional cortical sites.8 Yet, in vitro 
and in vivo studies have shown lowered Glu-Gln cycling in epileptogenic tissue.7, 30 
These findings altogether could explain the lower levels of intracellular Glx/Cr found in 
our patients with frequent seizures associated with HS, but not in the other subgroups, 
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indicating that frequent seizures associated with HS might lead to excessive 
glutamatergic function in the hippocampus and might account to excitotoxic effect and 
tissue damage. It is also in line with reduced Glu in hippocampal extracts from animal 
models of TLE9, 12 and with the tendency of lower ipsilateral Glx in MTLE-HS in 
comparison to MRI-negative MTLE patients in earlier studies.13, 31 Furthermore, 
analyzing individual cases we found that increased Glx/Cr was more frequent in SF-
MRI-negative patients, while abnormal Glx/Cr reduction was more prevalent in AED-
resistant-HS patients, although it did not reach statistical significance. Regarding 
pharmacoresponse pattern and side of HS, were we evaluated whether the side of HS 
has implications in Glx/Cr levels, the results did not survive correction for multiple 
comparisons in any group. Nonetheless, these findings advocate for a more functional 
rather than structural abnormalities. It is also in favor of the dysfunction which 
accompanies HS alterations. 
A limitation here is that it is not possible to know if our results reflect a reduction in Glu, 
Gln or both. Glx is a combination of signals intensities from Glu, Gln and a minor 
contribution of GABA (gamma-aminobutyric acid).28 Gln seems to show no changes 
either in epileptogenic or non-epileptogenic tissue8, 30 as well as GABA.8 Therefore, 
Glu signal might represent the major contribution in Glx alteration.    
In summary, the reduction of Glx is greatest in patients with uncontrolled seizures and 
HS. It is likely due to excessive glutamatergic function and impaired Glu turnover, 
which is worse in regions of epileptogenic lesions,8 reflecting the functional impairment 
accompanying structural alterations.32 To our knowledge, this is the first time that 
Glx/Cr reduction is related to combined pharmacoresponse and presence of HS in 
MTLE. These findings may help to improve knowledge on the pathophysiology of 
MTLE and target better therapies for distinct subsets of patients. Future studies should 
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focus on the metabolic changes of even larger and well-defined cohorts as well as 
animal models of TLE and especially the mechanisms of Glu alterations regarding 
structural and functional aspects. 
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Introduction 
Mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is the most common focal epilepsy of the 
adulthood and is often associated with an underlying lesion, such as hippocampal 
sclerosis (HS). A considerably number of patients with MTLE associated to HS are 
pharmacoresistant, failing to achieve seizure control.1 Surgical resection is the most 
effective treatment, leading to seizure freedom nearly 80% of cases2, 3 in the first year 
after surgery. Despite be proven effective2, 4 and recommended as treatment of choice, 
surgical treatment is notably underutilized. The several AED treatment trials and 
presurgical evaluation can be very time-consuming, with high costs. Surgical 
investigation in MTLE requires an extensive examination comprising prolonger EEG 
monitoring, neuropsychological evaluation and neuroimaging, with unequivocal 
identification of seizure focus and resection target. Nevertheless, several 
neuroimaging techniques has been adding to the task. Regarding pharmacotherapy, 
however, there is still a lack of comprehension on the mechanisms which leads to 
pharmacoresistance. Moreover, the different patterns of seizure control often 
interleaved by periods of remission5, 6 may lead to delayed pharmacoresistance6 and 
contributes to delayed surgical referral. Thus, more than 10 years may pass until 
surgical referral, late enough to prevent the neurocognitive, psychological and quality 
of life impairment for these patients. In this context, identify factors and predictors of 
treatment failure might contribute to an earlier selection of surgical candidates. Few 
studies have succeeded to determine clinical predictors of seizure control in TLE,7, 8 
with the majority focusing on predictors of surgical outcome. In a previous study we 
showed metabolites abnormalities associated to pharmacoresistance. Thus, we aimed 
to investigate whether reliable biomarkers of underlying damage can differentiate 
pharmacoresistant from seizure free patients.  
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Methods 
Subjects 
Patients were selected in the outpatient Epilepsy service from Unicamp Clinic Hospital. 
Revision of medical charts and structured interview were performed to collect clinical 
information and classify patients as pharmacoresponsive (“no” outcome) or 
pharmacoresistant (“yes” outcome). We included 92 individuals with unilateral MTLE, 
diagnosed by neurologist experts, according to visual MRI analysis, long-term and 
routine EEG monitoring, and seizure semiology indicative of mesial temporal lobe 
origin. MRI exams were reviewed by two different epileptologists focusing on the 
classic signs of HS on MRI,9 including hippocampal atrophy and abnormal internal 
structure with an increased T2/FLAIR signal, previously described by our group.10 
Exclusion criteria were bilateral signs of MTLE on EEG and MRI visual analyses, dual 
pathology, extra-hippocampal alterations and poor AED compliance. All the patients 
attended ILAE definition of drug treatment failure.11 This research was approved by the 
local ethics committee. All participants were older than 18 years old and signed written 
informed consent.  
Hippocampal volumetry 
We used a T1-weighted for hippocampal volumetric analysis. 
To confirm MRI visual analysis of HS and obtain data on hippocampal volumes (HV), 
we performed automatic volumetric analysis with FreeSurfer software (Version 5.3.0; 
http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu), using T1-weighted gradient-echo volumetric 3D 
(3-dimensional) sequence acquired in the sagittal plane (1 mm thick, no gap, flip 
angle=8°, repetition time (TR)=7.0 ms, echo time (TE) =3.2 ms, matrix 240x240, field 
of view (FOV)=240x240 mm2. We 153 controls for normative data from our 
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neuroimaging databank. The procedure to correct for individual brain volumes and 
define hippocampal atrophy was previously detailed.10 In data quality analyses, we 
found segmentation errors in the enthorrinal cortex only, therefore no manual 
correction for was required. 
Metabolic quantification 
We acquired single-voxel 1H-MRS data using a PRESS (Point RESolved 
Spectroscopy) sequence with and without water suppression pulse, 
TE/TR=35ms/2000ms, 196 averages, voxel size (anteroposterior X right-left X foot-
head) 30x15x12 mm3, shimming volume 30x30x23 mm3. The voxel was placed in the 
anteromedial region of the hippocampus, avoiding bone structures and regions with 
CSF content.The unsuppressed water signal was used as an internal reference for the 
quantification of spectra data on NAA and mIns using LCModel software version 6.3-
0B.22. We chose to use the NAA compound (NAA plus N-acetyl-aspartylglutamate, 
hereafter called NAA) ratios to total creatine (creatine plus phosphocreatine, hereafter 
called Cr) because it showed lower mean uncertainty of the measured concentration 
than the parts. We also used mIns ratios to Cr. 
Data analyses  
We built a binary logistic regression model to retrospectively access the likelihood of 
HV, NAA/Cr, mIns/Cr asymmetries and HS-side to predict pharmacoresistance. To 
avoid overfitting, we used the ratios of ipsi- over contralateral measures. We conduct 
a direct logistic regression with the all the predictors entered in the model at once. The 
categorical predictor HS-Side was dummy coded by SPSS default procedure, with 
MRI-negative as the reference category. Model fitting was evaluated using Hosmer-
Lemeshow goodness of fitting test. We reported odds ratios (OR) with Wald 95% of 
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confidence interval (CI). The predictors met the test main assumptions (linearity in the 
logit outcome, absence of multicollinearity between predictors and no outliers in the 
solution).  
Results 
Predictors of AED-response 
 Because of missing data dealing in the predictors, the analyses included 88 
patients. Overall, the direct logistic regression containing all predictors was significantly 
different from the model with the constant only, X2 (5, n = 88) = 14.5, p = 0.01, 
Nagelkerke R2 = 0.212. The model correctly classified 70.2% of cases, with 67.6% 
specifity and 72.3 sensitivity (34 out of 47 cases correct classified as AED-R). 
However, only NAA/Crasym remained as a significant predictor. Predictors coefficients 
are shown in Table 4. Patients with reduced NAA/Crasym had greater probability to be 
in AED-R group. The regression coefficients estimate that for every unit increased in 
the predictor the odds of being in AED-R group are 0.002. The inverse reasoning 
shows that NAA/Cr reduction leads to 20 times higher odds of being classified as AED-
R. 
Table 1. Binary logistic regression parameters predicting pharmacoresistance. 
  Regression parameter estimates 
    Wald 95% CI 
Variable B SE OR Lower Upper 
HVasym -2.13 2.35 0.118 0.001 12.03 
NAA/Crasym -3.07 1.54 0.046 0.002 0.951 
mIns/Crasym 1.46 1.9 4.321 0.104 179.17 
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HS-side      
   Right 1.02 0.83 2.775 0.543 14.17 
   Left 0.52 0.78 1.689 0.363 7.86 
Hosmer-Lemeshow goodness of fit test  X2 (5, n = 88) = 5.43, p = 0.71 
HVAsym = asymmetry values of hippocampal volumes; NAA/CrAsym = asymmetry values 
of n-acetylaspartate + n-acetylaspartylglutamate ratios to total creatine; mIns/Cr = 
asymmetry values of myo-inositol ratios to total creatine. ap = 0.046. 
Discussion 
NAA abnormalities are proven useful to accurately lateralize the seizure focus. 
1H-MRS NAA signal are useful to detect subtle alterations, often related to functional 
mechanisms underlying the epileptogenic focus. Here we showed that AED-response 
also present with broader abnormalities beyond the seizure focus. Our findings extend 
data on NAA as a tool to identification of treatment failure.12, 13 We found that reduction 
in NAA/Cr asymmetry lead to an increase of nearly 20 times in odds of being in the 
AED-R group.  
Our study is retrospective, i.e., our findings arose after the diagnosis of 
pharmacoresistance and other variables might have been influencing the outcome so 
far. Even though, we believe that NAA quantification can add to the clinical practicing, 
not only to aid lateralization, but also to differentiate those less prone to achieve seizure 
control. The surgical treatment is proven to be effective2 although surgical referral 
usually takes decades. The 13 patients who underwent surgery in our cohort had a 
mean duration of epilepsy of 31.5 years (from the onset of epilepsy until 1H-MRS 
acquisition, data not shown). There was also no difference between the mean epilepsy 
duration between SzF and AED-R (Table 1). AED trials and presurgical evaluation are 
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often very time-consuming. Attitudinal14 and pathophysiological factors6 may account 
for this long time-course.  
Periods of remission might also contribute to delayed diagnosis of 
pharmacoresponse.15 Different seizure patterns are recognized,5 and patients with a 
lasting, satisfactory seizure control may have already experienced periods of treatment 
failure. However, there is evidence of similar structural alterations in both relapse-
remitting and pharmacoresistance patients.16   
Moreover, just a few studies have tried to select predictors of presurgical 
pharmacoresistance, using clinical data.6, 7 Among clinical variables, only an older age 
at epilepsy onset predicts 24 months-term seizure freedom in a cohort of TLE with and 
without HS7 and failure to only two AED has been set as powerful predictor of a poor 
outcome.17 However, most patients referred to tertiary hospital has already failed to 
achieve seizure control with more than two AED trials, either in mono- or polytherapy.  
  Our data suggest that NAA/Cr abnormalities add to clinical data, as a biomarker 
of treatment failure. MTLE patients can benefit from an accurate identification of 
pharmacoresponse and earlier surgical referral, preventing the disabling impairment 
from decades of pharmacoresistance.   
 
 
 
 
 
 
108 
 
References 
1. Semah F, Picot MC, Adam C, et al. Is the underlying cause of epilepsy a major 
prognostic factor for recurrence? Neurology 1998;51:1256-1262. 
2. Engel J, Jr., McDermott MP, Wiebe S, et al. Early surgical therapy for drug-
resistant temporal lobe epilepsy: a randomized trial. JAMA 2012;307:922-930. 
3. Paglioli E, Palmini A, Paglioli E, et al. Survival analysis of the surgical outcome 
of temporal lobe epilepsy due to hippocampal sclerosis. Epilepsia 2004;45:1383-
1391. 
4. Wiebe S, Blume WT, Girvin JP, Eliasziw M, Effectiveness, Efficiency of 
Surgery for Temporal Lobe Epilepsy Study G. A randomized, controlled trial of 
surgery for temporal-lobe epilepsy. N Engl J Med 2001;345:311-318. 
5. Coan AC, Campos BM, Bergo FP, et al. Patterns of seizure control in patients 
with mesial temporal lobe epilepsy with and without hippocampus sclerosis. Arq 
Neuropsiquiatr 2015;73:79-82. 
6. Berg AT, Vickrey BG, Testa FM, et al. How long does it take for epilepsy to 
become intractable? A prospective investigation. Ann Neurol 2006;60:73-79. 
7. Aguglia U, Beghi E, Labate A, et al. Age at onset predicts good seizure 
outcome in sporadic non-lesional and mesial temporal sclerosis based temporal lobe 
epilepsy. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2011;82:555-559. 
8. Spooner CG, Berkovic SF, Mitchell LA, Wrennall JA, Harvey AS. New-onset 
temporal lobe epilepsy in children: lesion on MRI predicts poor seizure outcome. 
Neurology 2006;67:2147-2153. 
9. Cascino GD, Jack CR, Jr., Parisi JE, et al. Magnetic resonance imaging-based 
volume studies in temporal lobe epilepsy: pathological correlations. Ann Neurol 
1991;30:31-36. 
10. Pacagnella D, Lopes TM, Morita ME, et al. Memory impairment is not 
necessarily related to seizure frequency in mesial temporal lobe epilepsy with 
hippocampal sclerosis. Epilepsia 2014;55:1197-1204. 
11. Kwan P, Arzimanoglou A, Berg AT, et al. Definition of drug resistant epilepsy: 
consensus proposal by the ad hoc Task Force of the ILAE Commission on 
Therapeutic Strategies. Epilepsia 2010;51:1069-1077. 
12. Briellmann RS, Mark Wellard R, Masterton RA, Abbott DF, Berkovic SF, 
Jackson GD. Hippocampal sclerosis: MR prediction of seizure intractability. Epilepsia 
2007;48:315-323. 
13. Campos BA, Yasuda CL, Castellano G, Bilevicius E, Li LM, Cendes F. Proton 
MRS may predict AED response in patients with TLE. Epilepsia 2010;51:783-788. 
14. Swarztrauber K, Dewar S, Engel J, Jr. Patient attitudes about treatments for 
intractable epilepsy. Epilepsy Behav 2003;4:19-25. 
15. Archer JS, Briellman RS, Abbott DF, Syngeniotis A, Wellard RM, Jackson GD. 
Benign epilepsy with centro-temporal spikes: spike triggered fMRI shows somato-
sensory cortex activity. Epilepsia 2003;44:200-204. 
16. Bilevicius E, Yasuda CL, Silva MS, Guerreiro CA, Lopes-Cendes I, Cendes F. 
Antiepileptic drug response in temporal lobe epilepsy: a clinical and MRI 
morphometry study. Neurology 2010;75:1695-1701. 
17. Kwan P, Brodie MJ. Early identification of refractory epilepsy. N Engl J Med 
2000;342:314-319. 
 
109 
 
 Acknowledgements 
We thank “Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo” (Grants 
2013/21056-4, 2014/15918-6, 2015/17066-0 and 2013/07559-3). 
Disclosure: Nothing to report. 
  
110 
 
 Capítulo 5 – Inflamação periférica 
Para avaliar a relação entre inflamação periférica e farmacoresistência, foram 
avaliados 102 indivíduos, sendo 70 pacientes e 32 controles. Os dados descritivos 
para as citocinas quantificadas no estudo encontram-se na Tabela 1 a seguir. 
Tabela 1. Níveis plasmáticos de citocinas de acordo com o controle farmacológico 
(Resposta-DAE).  
  Grupos 
Citocinas Controles SzF AED-R Valor de p 
IL-6 1,18 (0,65 – 2.57) 1,03 (0,26 – 2,04) 1,17 (0,41 – 1,93) 0,2 
IL-1β 0,82 (0,28 – 1,4) 0,78 (42 – 1,42) 0,87 (0,39 – 1,37) 0,3 
TNFα 1,38 ± 0,39 1,2 ± 0,4 1,3 ± 0.3 0,2 
Legenda: IL = interleucinas, SzF = indivíduos livres de cries e AED-R = indivíduos 
farmacoresistentes. 
 
Não houve diferença significativa entre os grupos das variáveis categóricas 
Resposta-DAE nos níveis de TNFα (F(1,96) = 1.96), IL-6 (H(2) = 3,29) e IL-1β (H(2) = 
1,6). 
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Tabela 2. Níveis plasmáticos de citocinas de acordo com a presença de EH 
(Presença-EH). 
 Grupos 
Citocinas 
(picogramas) Controles RM-negativa EH 
Valor 
de p 
IL-6 1,18 (0,65 – 2.57) 1,1 (0,35 – 2,04) 1,08 (0,26 – 1,8) 0,5 
IL-1β 0,82 (0,28 – 1,4) 0,8 (0,4 – 1,4) 0,87 (0,39 – 1,42) 0,4 
TNFα 1,38 ± 0,39 1,23 ± 0,38 1,28 ± 0,35 0,9 
Legenda: IL = interleucinas; RM = ressonância magnética; EH = esclerose 
hipocampal. 
Também não houve diferença estatística para o previsor presença de EH no TNFα 
(F(1,96) = 0.004), IL-6 (H(2) = 1,084 e, por fim, IL-1β (H(2) = 1,62). 
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 Capítulo 6 – Achados metabólicos e anatomopatológicos 
Durante o período do estudo, 13 dos 92 indivíduos com ELTM incluídos foram 
submetidos ao tratamento cirúrgico. A maior parte dos pacientes apresentaram EH 
ILAE tipo 1, a classe mais comum, caracterizada por gliose e perda neuronal severa 
em CA1 e CA4, além de perda significativa também em CA2 e CA3. Também foi 
encontrado EH ILAE tipo 2, com gliose e perda neuronal predominante em CA1. EM 
um dos pacientes estava presente um padrão classificado como sem-EH, que 
apresenta densidades neuronais próximas a controles idade-pareados. Nesse 
paciente houve apenas alteração individual significativa, refletindo o achado 
anatomopatológico invasivo (Tabela 3). Não foi possível obter a classificação confiável 
da EH em duas amostras cirúrgicas e nem a alteração metabólica em uma amostra, 
devido a artefatos na aquisição da espectroscopia. A análise qualitativa do resultado 
anatomopatológico, de neuroimagem estrutural e da análise metabólica individual está 
resumido na Tabela 3. 
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Tabela 3. Descrição dos achados histopatológicos e de neuroimagem.  
Paciente 
Lado 
cirurgia 
Resultado avaliação 
histopatológica 
Análise visual IRM 
Redução 
NAA/Cr 
Aumento 
mIns/Cr 
1 D 
Amostra cirúrgica com atrofia 
intensa. Difícil precisar a topografia 
histológica. Gliose intensa e difusa. 
 
 
 
AH com alteração da forma e estrutura, 
hipersinal T2, hipossinal T1. 
 
 
 
 
 
 
Sim Não 
2 D 
Amostra cirúrgica correspondente 
à cabeça do hipocampo. 
 
Sim (ns) 
 
Sim (ns) 
3 D ILAE tipo 1 Sim (ns) Sim (ns) 
4 E ILAE tipo 1 Sim Sim (ns) 
5 E ILAE tipo 1 
Sim  
 
Não 
6 E ILAE tipo 1 
Sim (ns)  
 
Sim 
7 D ILAE tipo 2 Sim (ns) Não 
8 E ILAE tipo 2 Sim (ns) Sim (ns) 
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Legenda: IRM: imagem por ressonância magnética; NAA/Cr: n-acetilaspartato + n-acetil-aspartilglutamato em termos de creatina + 
fosfocreatina (creatina total); mIns/Cr: mio-inosital em termos de creatina total; D: direito; E: esquerdo; ns = não significativo; ND: 
não disponível. 
  
  
 
AH com alteração da forma e estrutura, 
hipersinal T2, hipossinal T1. 
9 E sem EH (gliose apenas) Sim (ns) Sim 
 
10 
 
D ILAE tipo 1 Sim Sim 
11 E ILAE tipo 1 Sim Sim 
12 E ILAE tipo 1 Sim Sim (ns) 
13 D ILAE tipo 1 ND ND 
115 
 
5. DISCUSSÃO GERAL 
As análises realizadas mostraram que a resposta farmacológica e a presença 
e lado da EH afetam, de modo independente, os níveis de NAA/Cr e mIns/Cr. 
Indivíduos AED-R apresentaram alterações bilaterais de NAA e unilaterais de mIns/Cr. 
Em relação ao lado da EH, aqueles com EH-esquerda também apresentaram 
alterações semelhantes, com redução bilateral de NAA/Cr e unilateral de mIns/Cr.  Já 
indivíduos com EH à direita apresentaram apenas redução de NAA/Cr ipsilateral à EH. 
Foi encontrada também uma redução de Glx/Cr associada à farmacoresistência e EH, 
independentemente do lado da lesão. Embora mIns e Glu sejam metabólitos 
relacionados a processos inflamatórios na ELTM,52, 89, 90 confirmando, assim, a 
presença de processos inflamatórios crônicos; não foi encontrada nenhuma diferença 
entre os mediadores inflamatórios séricos entre os grupos. 
Os achados metabólicos in vivo do presente estudo estão de acordo com as 
alterações neuro-gliais observadas ao exame histopatológico da EH,13 estendida a 
pacientes SzF um grupo de ELTM não acessível a procedimentos invasivos, visto que 
não pacientes livres de crises não são candidatos ao tratamento cirúrgico. As maiores 
alterações neuro-gliais foram relacionadas aos grupos AED-R e EH-esquerda. Além 
disso, a redução de Glx em grupos onde as maiores alterações são esperadas traduz 
alterações funcionais que levam ao dano estrutural, possivelmente relacionadas à 
morte celular resultante do efeito excitotóxico da atividade glutamatérgica. 
Há cerca de 10 anos, a 1H-MRS foi exaustivamente utilizada em estudos que 
apontavam sua validade clínica para lateralizar o foco epileptogênico, assim como em 
estudos que buscaram melhor caracterizar as diferenças entre ELT-EH e ELT-RM-
negativa. A maior parte desses esforços se concentrou em pacientes resistentes ao 
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tratamento medicamentoso, pela relevância prática do tema, já que são mais 
prevalentes, ou pela possibilidade – e necessidade - de se estabelecer previsores de 
prognóstico cirúrgico nesse grupo de pacientes. Os resultados aqui apresentados são 
consistentes com vários estudos que mostraram redução do NAA, também bilaterais, 
em ELT-EH unilateral resistente ao tratamento farmacológico. Porém, nesse contexto, 
não é possível saber a que atribuir essa redução mais extensa de NAA: se ao mau 
controle de crises, à presença de AH ou ambos.  
Até o presente momento, nenhum estudo buscou avaliar até onde o controle 
farmacológico ou o lado da EH influencia os achados metabólicos, e pouco foi 
investigado sobre as diferenças entre a ELT com adequado ou mau controle de 
crises.43, 46, 54 Apenas três estudos avaliaram as possíveis diferenças em alterações 
metabólicas entre pacientes com padrão de crises resistente e responsivo à 
medicação,43, 46, 54com importantes diferenças metodológicas. Mendes-Ribeiro et al.,43 
avaliaram pacientes resistentes e responsivos, porém todos sem sinais de EH e 
lateralizados pelo EEG. Briellman e colaboradores54 encontraram apenas diferença 
ipsilateral nos resistentes, e entre estes e os considerados “ELT leve” (apresentando 
menor frequência de crises). Nesse grupo, no entanto, apenas parte dos pacientes 
estavam livres de crises há menos de três meses e a casuística incluiu pacientes com 
EH bilateral. Campos et al., avaliaram apenas pacientes com EH,46 encontrando 
alterações bilaterais no grupo resistente. Todos os estudos, porém, foram 
consistentes ao mostrar que o grupo farmacoresistente apresentou as maiores 
alterações, em comparação ao grupo com boa resposta farmacológica e/ou controles. 
Além disso, outros estudos mostraram que mesmo quando há redução bilateral 
de NAA, as alterações mais intensas permanecem ipsilaterais à lesão.42 Dessa forma, 
é razoável questionar se a lateralização contribui para essa alteração. Embora novos, 
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os dados do presente trabalho estão de acordo com a crescente literatura que tem 
investigado as diferenças entre a EH ou AH esquerda e direita. Os dados têm 
demonstrado que pacientes com EH-esquerda apresentam alterações mais amplas e 
difusas ao exame neuropsicológico91, 92 e de neuroimagem estrutural estrutural (por 
DTI, do inglês diffusion tensor imaging)93, 94 e funcional.91, 92, 95, 96 Apenas dois estudos 
buscaram avaliar o papel do lado na quantificação metabólica. Um dos estudos 
mostrou redução contralateral em pacientes com EH-direita.97 O mesmo não foi válido 
para os pacientes EH-esquerda. Porém os autores argumentam que estudos 
neuropsicológicos falam a favor de menor dano em EH-direita, o que não corrobora o 
achado defendido no referido artigo.97 Posteriormente, o mesmo grupo mostrou que a 
normalização contralateral após cirurgia dos valores de NAA/Cr foi maior no lado 
contralateral de indivíduos com EH-direita, enquanto em EH-esquerda os valores 
permaneceram reduzidos, concluindo que foco à direita é previsor de mau prognóstico 
cirúrgico.98 Assim, a análise detalhada dos dados e discussão do resultados desses 
artigos sugerem achados semelhantes aos do presente trabalho, porém interpretados 
equivocadamente.  
O grupo RM-negativa foi semelhante aos controles em todas as análises, 
inclusive na avaliação do volume hipocampal, onde os grupos com EH-direita e 
esquerda foram diferentes dos controles e dos indivíduos RM-negativa. Dados sobre 
esse grupo são contraditórios.38, 50, 55 Embora apresente-se sem alterações no 
hipocampo ao exame visual e volumétrico, alterações sutis próximas ou no próprio 
hipocampo podem estar presentes.  
A divergência entre os achados do presente trabalho e dados publicados sobre 
alterações metabólicas sutis detectadas em ELT-RM-negativa55 podem ser devido às 
diferenças de casuística. Aqui foram incluídos indivíduos responsivos e resistentes à 
118 
 
terapia medicamentosa, sem anormalidade no hipocampo pela análise visual, análise 
volumétrica automática e com EEG apontando atividade epileptiforme mesial 
unilateral. Cerca de 20 – 30% dos casos de ELT não apresentam lesão detectável ao 
exame de RM,25, 26 embora possam apresentar características semiológicas e 
eletrográficas mesiais. Não se sabe exatamente a frequência de EH ao exame 
neuropatológico nesses casos, pois mesmo dentre os farmacoresistentes a indicação 
cirúrgica é menos frequente. Ao longo desse estudo, excluímos nove dentre os 
indivíduos com ELTM e RM-negativa, por apresentarem suspeita ou confirmação de 
lesões que não a EH após investigação mais aprofundada (como displasias corticais 
focais), ou por permanecerem com EEG normal, indefinido. Dessa forma, esse é um 
grupo que pode ser inerentemente heterogêneo. 
Em relação ao processo inflamatório subjacente às crises e a EH, os resultados 
metabólicos desse estudo confirmam achados em modelos animais e histopatológicos 
que referem o mIns/Cr como um biomarcador não invasivo de inflamação.52, 53, 78 
Entretanto, não houve associação com citocinas séricas nestes grupos, onde são 
esperadas alterações inflamatórias. Isso pode ser devido a mudanças muito sutis para 
serem detectadas fora do sistema nervoso central ou relacionadas a fatores não 
avaliados (variação não-sistemática, diferenças individuais). De fato, Vieira et al.,76 
encontraram aumento nos níveis de IL-1β em indivíduos com ELT e depressão, mas 
não naqueles sem depressão. Isso indica que a presença da comorbidade é que 
estaria levando à alteração inflamatória. Recentemente, um estudo mostrou aumento 
de IL-6, IL-17A e interferon-gama em pessoas com epilepsia comparada a controles. 
Porém, quando compararam um grupo ELT com epilepsia extra-temporal, não houve 
diferença entre as citocinas avaliadas, incluindo IL-1β, IL-6 e TNAα.99  
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Aplicações clínicas 
Os dados apresentados aqui podem ter relevantes aplicações clínicas: (1) 
identificar alterações de NAA/Cr, mesmo em um contexto crônico, pode diferenciar 
pacientes menos propensos a controlar as crises, diminuindo o tempo para indicação 
cirúrgica; (2) sabendo que alterações bilaterais, volumétricas e metabólicas, significam 
um pior prognóstico cirúrgico,30, 100 abordagens cirúrgicas menos conservativas do 
foco epileptogênico podem ser aplicadas em pacientes com EH-esquerda, por 
exemplo, ou naqueles com ELTM unilateral, mas com alterações metabólicas 
bilaterais.  
Limitações e perspectivas  
 No presente trabalho, as imagens estruturais não foram segmentadas, o que 
minimizaria o viés de volume parcial e permitiria a quantificação absoluta dos 
metabólitos de forma mais confiável. Porém, foi utilizada a abordagem de 
quantificação proporcional, usando um referencial, ou seja, quantificação relativa a um 
metabólito endógeno. Uma vez que a quantidade de líquor em qualquer voxel afeta o 
sinal para todos os metabólitos de forma semelhante, a normalização de Cr ajuda a 
corrigir o efeito de volume parcial.30, 31 É razoável supor que a Cr é estável ou 
discretamente elevada em áreas de dano epiléptico.30, 101, 102Assim, os achados de 
metabólitos em relação à Cr podem ser interpretados como anormalidades 
relacionadas ao efeito da condição de interesse. Ainda, o fator de escala entre a força 
da magnetização que gera as intensidades de sinal e o sinal de dados brutos obtido 
em sistemas de aquisição de corpo inteiro é desconhecido,31 dificultando a 
comparação entre resultados de diferentes estudos. Esta abordagem não só simplifica 
a quantificação em todos os indivíduos, como também torna as comparações dos 
estudos mais viável. 
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 Além disso, foram avaliadas alterações em seu processo final e, assim, a 
extensão dos achados para pacientes em diagnóstico de ELT é conservadora, como 
é para todo estudo retrospectivo. No entanto, devido à própria “história natural” da 
ELT, estudos prospectivos são pouco viáveis. Mesmo aqueles que apresentam dados 
de pacientes logo após o diagnóstico de ELT oferecem limitações, pois quando as 
crises se tornam recorrentes e os pacientes são encaminhados aos centros de 
referência muitos anos já se passaram após a ocorrência de um possível IPI. De fato, 
a informação sobre IPI nesses pacientes não raro é enviesada, dependentes da 
acurácia da informação fornecida. 
 Entretanto, o presente trabalho fornece bases para estudos futuros que avaliem 
a relação das alterações metabólicas e inflamatórias, durante o processo 
epileptogênico, em modelos animais, por exemplo. Nesses modelos, é possível focar 
nas alterações subjacentes à lesão epileptogênica e padrão de crises, avaliando se 
há distinção entre as alterações agudas e crônicas. Além disso, casuísticas ainda 
maiores e bem definidas, em diversos momentos do processo diagnóstico da ELT, 
podem apontar mudanças sugestivas de falha terapêutica e prognóstico cirúrgico. 
Correlações histopatológicas para validar as alterações neuro-gliais detectadas pela 
1H-MRS também são necessárias. Por fim, a melhor caracterização do processo 
inflamatório subjacente a ELTM pode ainda apontar futuros alvos terapêuticos. 
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6. CONCLUSÕES 
• A quantificação metabólica de marcadores revela um padrão de intensidade de 
danos neuro-gliais em ELTM, onde pacientes AED-resistentes e com EH-
esquerda apresentam alterações mais extensas que indivíduos com SzF, EH-
direita e RM-negativa. A resposta farmacológica, presença e lado-EH são 
fatores que contribuem independentemente para o dano neuro-glial.  
• O Glx está reduzido ipsilateralmente à lesão, relacionado à disfunção nos 
grupos farmacoresistente com EH, independentemente do foco epileptogênico. 
• A assimetria de NAA/Cr pode diferenciar pacientes AED-R de pacientes SzF, 
com 72.3% de sensibilidade. 
• Os achados de neuroimagem estrutural e metabólica sugerem correspondência 
com o resultado anatomopatológico dos pacientes submetidos ao tratamento 
cirúrgico no período do estudo. 
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ABStRACt  
Magnetic resonance spectroscopy (MRS) is a non-invasive technique useful both in research and neuroclini-
cal evaluation. It relies on the same physical principles of magnetic resonance imaging providing information on 
chemical compounds in vivo. MRS uses the magnetic properties of several nuclei such as 13C, 31P and 19F, although 
the 1H is the most common due to its abundance and magnetic resonance signal sensitivity. Particularly in the last 
two decades, MRS has helped to better understand epilepsy and characterize its metabolic changes. In this review 
article, we aimed to point out the main contributions of MRS for epilepsy, focusing on proton magnetic resonance 
spectroscopy (1H-MRS).
Keywords: Proton magnetic resonance spectroscopy; Partial epilepsy; Epilepsy; Generalized.
RESUMO  
A espectroscopia por ressonância magnética (ERM) é uma técnica não invasiva útil tanto em pesquisa quanto em avaliação 
neuroclínica. Baseia-se nos mesmos princípios físicos da ressonância magnética (RM) convencional, fornecendo informações sobre 
compostos químicos in vivo. A ERM usa as propriedades magnéticas de vários núcleos, como 13C, 31P  e 19F, embora o 1H seja o 
mais utilizado devido a sua abundância e à sensibilidade do sinal de ressonância magnética. Especialmente nas duas últimas déca-
das, a ERM tem ajudado a compreender melhor a epilepsia e a caracterizar suas alterações metabólicas. Nesse artigo de revisão, 
buscamos apontar as principais contribuições da ERM para a epilepsia, com foco em espectroscopia de prótons por ressonância 
magnética (1H-ERM).
Palavras-chave: Espectroscopia de prótons por ressonância magnética; Epilepsia parcial; Epilepsia; Generalizada.
RESUMEn
La espectroscopia por resonancia magnética (ERM) es una técnica no invasiva utilizada en la investigación y en la evaluación 
neurológica clínica. Se basa en los mismos principios físicos de la resonancia magnética (RM) convencional, proporcionando informa-
ción sobre compuestos químicos in vivo. Para este fin, la ERM utiliza las propiedades magnéticas de diversos núcleos tales como 13C, 
19F y 31P. Sin embargo, el 1H es el más utilizado debido a su abundancia y la mayor sensibilidad de la señal de resonancia magnética. 
Especialmente en las últimas dos décadas, el uso de la ERM ha ayudado a comprender mejor la epilepsia y caracterizar sus cambios 
metabólicos. En este artículo de revisión tratamos de señalar las principales aportaciones de la ERM para la epilepsia, centrándonos 
en la espectroscopia de protones por resonancia magnética.
Descriptores: Espectroscopia de protones por resonancia magnética; Epilepsia parcial; Epilepsia; Generalizada.
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WHAt dOES MRS StAnd FOR in EpiLEpSY?
Magnetic resonance spectroscopy (MRS) is a useful technique 
in both research and clinical neuroimage evaluation. It is based 
on the same physics principles of magnetic resonance imaging 
(MRI) providing information about chemical compounds. MRS 
exploits the magnetic properties of several nuclei such as 13C, 31P 
and 19F although 1H is the most common due to its abundance 
and magnetic resonance (MR) signal sensitivity. Moreover, no 
dedicated equipment is necessary to perform 1H-MRS, what makes 
this technique more attractive and effective in the evaluation of 
several neurological conditions1.
There are evidences of metabolic changes detectable by 
MRS, even subtle ones, which might not be clear in struc-
tural MRI2,3. This represents a great value for epilepsy in the 
clinical point of view. Noteworthy are MRS contributions to 
research in the field of epilepsy. MRS has helped to better 
understand and characterize metabolic alterations, identi-
fying biomarkers of clinical parameters and dysfunction in 
the epileptic tissue. 
In this review article, we aimed to point out the main 
contributions of MRS to the epilepsy field, focusing on proton 
magnetic resonance spectroscopy (1H-MRS). This review is 
divided into two parts: (1) general principles of MRS and (2) 
main finds and contributions of 1H-MRS to epilepsy. Theore-
tical principles showed here are relative at least to 1.5T MRI 
systems. Under this field strength some metabolites are not 
possible to be visualized or quantified by MRS. In its turn, 
the results referred are relative to 1.5 and 3.0 T, since are 
the field strengths more commonly available in clinical and 
research practice. 
Here we refer the reader to several review papers of phy-
sical principles, technical methods of brain MRS and meta-
bolites underpinnings, as well as metabolite quantification in 
higher field strengths4-8.
pARt i: A BRiEF OVERViEW OF MRS 
tECHniCAL pRinCipLES 
the brain spectrum and its metabolites
MRS resulted data is called a spectrum. Metabolites are 
shown as peaks displayed along two axes, where the horizontal 
x axis represents the chemical shift while the vertical y axis 
brings information of relative signal amplitude. The chemical 
shift is read from the right to the left where metabolites have 
expected positions. Metabolites may be singlets, doublets, tri-
plets or multiplets, regarding the peak structure7. Each peak is 
referred to represent the concentration (in ppm) of the meta-
bolite measured by the area under the curve. Several approa-
ches may be applied to quantify metabolites concentrations9,10, 
either absolute or relative. 
Biological underpinnings of metabolites measured 
by 1H-MRS
Several metabolites can be identified by MRS such as 
N-acetylaspartate (NAA), choline-containing compounds 
(Cho), gamma-aminobutyric acid (GABA), glutamate 
(Glu), glutamine (Gln) or its sum (Glx), creatine (Cr), myo
-inositol (mI), lactate (Lac), lipids, among others. However, 
only metabolites whose 1H are in sufficient concentration 
can be measured by MRS in clinical scans4. It is important 
to bear in mind that metabolites measured by MRS must 
be in a form free to rotate and generate resonance signal. 
Thus, caution in interpretation of MRS results is required, 
since some measures may not reflect a direct or dynamic 
biological process. 
Some metabolites are measured as combined signals of two 
or more molecules, being difficult to distinguish one from each 
other (or only resolved in higher field strengths, from 3.0T 
onwards). It is the case of NAA plus N-acetylapastategluta-
mate (NAA+NAAG), and Cr plus phosphocreatine. Others 
are only quantified using specific and optimized acquisition 
sequences, like GABA6.
Long versus Short tE
MRS metabolites observed vary according to several fac-
tors, like field strength and some acquisition parameters. The 
general outline of a spectrum depends, at least in part, on 
the echo time (TE). From the choice of a certain TE advan-
tages and disadvantages might emerge. Short TE (<40 ms) 
is usually better to visualize a broader group of metabolites, 
although it may confer wilder shaped baselines to the MR 
spectrum. On the other hand, a long TE (> 100 ms) usually 
leads to flatter baselines and thus quantification can be ob-
tained in conditions where short TE could not be useful11. 
However, in long TE fewer metabolites might be visualized 
when compared to a short TE acquisition. Moreover, some 
are better quantified in a given TE. For instance, Glx and 
Ins are better visualized with short TE while Lac is better 
detected using long TE1,12.
Single Voxel versus Magnetic Resonance Spectroscopic 
imaging 
MRS can be obtained through a single voxel (SV) or mul-
tiple voxels, also referred as chemical shift imaging (CSI) or 
magnetic resonance spectroscopic imaging (MRSI). Whereas 
the first allows the acquisition of metabolic information wi-
thin a specific, smaller region, the second one makes possible 
to evaluate greater regions of interest.
In SV the shimming is more efficient, resulting in reduced 
magnetic field inhomogeneity (i.e. narrower line widths). Yet, 
the segmentation of voxel content is not possible. In small 
regions, like the hippocampus, structures which can interfere 
in the acquisition, giving raise to artifacts (i.e. bones, blood 
vessels, cerebrospinal fluid) might not be avoided, impairing 
data quantification11.
In its turn, the main advantage of brain MRSI is to provi-
de metabolic information from white or gray matter, i.e. MRSI 
is capable to outline maps of metabolic alterations13 and even 
regions of maximal alteration14. It is possible to choose be-
tween the voxels acquired those with specific structural cha-
racteristics. However, MRSI shimming is not as efficient as 
in SV, leading to more variable linewidths. Besides, in small 
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table 1. Main metabolites measured by 1H-MRS in the brain, its biological underpinnings and most prominent find associated to epilepsy.
Metabolite position at the chemical shift (ppm) Biological features Key find in Epilepsy
NAA The highest and easier to identify peak.A singlet located at 2.01 ppm1,6 
Synthesized in neuronal mitochondria. 
Marker of neuronal and axonal viability. 
Reflects permanent or reversible neuronal 
damage and more specifically mitochondrial 
function. Its exact role remains unknown 1,6
A decrease in NAA reflecting neuronal 
or axonal loss/damage in focal epilepsies. 
Although there are stronger evidence of 
disturbed mitochondrial metabolism.15
Cr A singlet positioned at 3.02 ppm in combi-nation with PCr.1,6
Virtually present in all major cell types of 
brain tissue and in both gray and white 
matter. Mainly involved in brain energetics. 
Total creatine usually remains stable over 
the brain and time in normal conditions. 
Thus, is used to normalize other metab-
olites values. Further characterization is 
better achieved by31P-MRS. 1,6
Its ratio is mainly used to normalize meta-
bolic data. Cr is associated to seizure active 
and higher levels would be found in the 
post-ictal period16
Glu
Glu generates three multiplets arising at 
2.34, 2.08 and 3.74 ppm. At 1.5T, Glu 
metabolite is actually a combined signal 
from glutamate and glutamine, plus minor 
glutathione and GABA contribution,
often referred to as Glx.1,6 
Major excitatory neurotransmitter. MRS 
measures correspond mainly to Glucytoplas-
mic concentrations. Found in both neurons 
and glia. 1,6  
An increase of Glx indicating epileptogenic 
process probably due to excitoxicity.17-19 
Lac
A doublet localized at 1.32 ppm. Usually 
not present in detectable concentrations
in the normal brain.1,6
Product of anaerobic metabolism of glucose. 
Thus, it is usually detectable under patho-
logical conditions.1,6
An increase in Lac levels up to 6 hours after 
seizures.2,20
Cho
A singlet located at 3.21 ppm composed 
mainly by phosphorylcholine and glycero-
phosphorylcholine. Only those Cho
molecules free from membrane
(thus able to generateRM signal)
account for the measure. 1,6
Cho compounds are associated to cell 
membrane turnover and increased inflam-
matory process 1,6
An increase of Cho would reflect cell mem-
brane disturbance mainly associated with 
malformations of cortical development in 
extratemporal epilepsies.21,22
GABA
A multiplet at 3.01 ppm, a triplet at about 
2.28 ppm and another multiplet 2.34 ppm. 
Without optimized pulse sequences
(J-resolved or J-editing) the three peaks 
cannot be seeing at fields up to 3T due to 
overlapping from more intense signals.1,6
Most abundant inhibitory
neurotransmitter.1,6 
Elevated values in response to
seizure activity.16
mI
Two multiplets at about 3.52 ppm and 3.61 
pmm. mI peaks are usually not observable 
at long TE.1,6
Marker of glia cells. Although, there is 
stronger evidence of mI be equally synthe-
sized in both neurons and glia.1,6  
Higher levels of mI in the seizure focus, 
indicating gliosis processes, and lower mI 
levels in areas of seizure spread23
1H-MRS: proton magnetic resonance spectroscopy; ppm: parts per million; NAA: N-acetylaspartate; Cr: creatine; 31P-MRS: Phosphorus magnetic resonance spectroscopy; Glu: glutamate; GABA: gama-aminobutyric 
acid Glx: glutamate plus glutamine; MRS: magnetic resonance spectroscopy; Cho: choline or choline-containing compounds; Lac: lactate; TE: echo time; mI: myo-inositol.
regions the spatial resolution and voxel on the edge of the 
region of interest might be compromised.
The metabolites more commonly measured by 1H-MRS, 
its biological roles and key finds associated to epilepsy are 
shown in the table 1. To exemplify the spectrum features, 
figure 1 shows a brain spectrum obtained from a TLE patient 
of our epilepsy service using SV 1H-MRS and short TE. 
pARt ii: 1H-MRS in tHE inVEStiGAtiOn         
OF EpiLEpSiES
1H-MRS in Focal Epilepsies
Focal epileptic seizures are those whose origin is within net-
works limited to one hemisphere, being less or more widely dis-
tributed. Moreover, it may originate in subcortical structures.24 
Focal epilepsies comprise those seizures clinically defined as 
temporal or extratemporal, whether the seizure focus is in the 
temporal lobe or not. Nearly 40% of these cases often become 
refractory to antiepileptic drugs (AED) and are referred to 
surgical treatment25. 1H-MRS is widely used in focal epilepsies, 
mainly as part of presurgical evaluation. Temporal epilepsies are 
the most common form of focal epilepsy in adults25, followed by 
frontal lobe epilepsy (FLE)26, thus they are discussed in more 
details below.  See table 2 for further details in some studies 
regarding focal epilepsies. 
temporal Lobe Epilepsy (tLE)
TLE comprises about 60 to 80% of all focal epilepsies 
in adulthood.25 TLE is divided into mesial (MTLE) and 
neocortical, according to localization of the seizure focus.35 
MTLE is the most common form of TLE and hippocampal 
sclerosis (HS) is the most frequent underlying lesion.36 HS 
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Figure 1. 1H-MRS spectra obtained with LCModel9 from a TLE patient of our cohort. Spectra were acquired at 3.0 T system in the hippocampus, using 
PRESS sequence at TE = 35 ms. Panel (A) shows ipsilateral hippocampus (spectrum estimated FWHM = 0.069, SNR = 9). In (B) contralateral hippo-
campus (spectrum estimated FWHM = 0.053, SNR = 12). Note that the spectrum obtained ipsilaterally to the lesion displays a little less quality than the 
contralateral spectrum. This might be due to presence of HA, which makes acquisition more difficult.   Main metabolites peaks are indicated. Cr: creatine; 
Ins: myo-Inositol; Cho: choline-containing compounds; Glu: glutamate; NAA: N-acetylaspartate; TLE: temporal lobe epilepsy; HA: hippocampal atrophy.
can be reliably detected by MRI exams, appearing as hi-
ppocampal atrophy (HA) and an increasing in T2 weighted 
signal intensity.37
Most of TLE patients becomes refractory to medication 
and are candidates to surgical treatment, undergoing exten-
sive clinical evaluation. Correctly lateralize seizure focus is an 
important part of this process. Lateralization is determined 
by means of EEG monitoring, structural MRI and PET or 
SPECT results. However, studies have shown that 1H-MRS 
indicates changes even in MRI negative TLE patients17,27,35 
and with normal or bilateral EEG.30,39
The most prominent 1H-MRS find in MTLE-HS is a de-
creasing in NAA/Cr levels in the hippocampus ipsilateral to 
seizures focus or if bilateral reduction is found, the one ipsila-
teral to EEG focus usually is more evident.3,14,17,40,41 Similarly 
to what is found for both ipsi-and contralateral hippocampi 
from MRI-positive patients, hippocampus from MRI-negative 
patients ipsilateral to EEG alteration also displays maximum 
decreasing values of NAA ratios.42
Actually, NAA ratios in MTLE do not seem to be con-
fined to hippocampi but is rather a more widespread distur-
bance, including extrahippocampal areas, such as parietal, 
frontal and insula lobes. These changes occur in both MTLE 
and MRI negative patients although are more intense in the 
first ones.26,43,44
Relative decreasing in NAA to Cr or Cho has also been 
set as a predictor of AED response. SV 1H-MRS in MTLE 
patients refractory to AED showed lower relative NAA levels 
when compared to MTLE patients with good seizure control 
(Mendes-Ribeiro, 1998, Campos, 2012).29,45
Relative NAA reduction is pointed as a result of neu-
ronal loss.46,47 However, NAA/Cr decreasing does not seem 
to explain an epileptogenic disturbance in the seizure focus 
alone. As mentioned above, some studies also show contra-
lateral decreasing in NAA, even in unilateral HA cases.17,18,28 
There is also evidence of mitochondrial disturbance involved 
in NAA decreasing.15 In vivo data appear to indicate that 
metabolic changes measured by 1H-MRS do not reflect only 
neuronal loss.3,15,48 Normalization of NAA/Cr values after 
successful hippocampal resections adds information in favor 
of this finding.49
The lack of association between metabolic findings and 
seizure frequency in some studies28,42 also brings the question 
whether is HS and neuronal loss a cause or consequence of 
seizures. A study aiming to prospectively evaluate the effects 
of acute seizures in future development of HS found decrea-
sed NAA in all seven patients evaluated and identified Lac 
peaks in six out of seven patients.50 Results like this might 
help to better understand the association between a preci-
pitating injury and further development of TLE. However, 
there were some limitations in these studies, such as the small 
cohort and lack of detailed MRS analyses. An acute incre-
ase of Lac levels up to 6 hours after complex partial seizure 
(dyscognitive) in the temporal lobe is described as a reliable 
indication of seizure onset.2,20
To sum up, 1H-MRS findings in TLE show that key 
metabolic change is relative NAA reduction, with a high 
concordance rate with seizure focus lateralization. However, 
the exact underlying mechanism of NAA reduction remains 
controversial. Another key metabolite is Lac, which incre-
ases up to 6h after a complex partial seizure (dyscognitive). 
1H-MRS keeps its value in pre-surgical investigation and 
general research of TLE, where it has proven to be as useful 
as conventional MRI and others brain imaging techniques. 
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1H-MRS controversial results might be due to the hetero-
geneity of TLE itself, since there is a large heterogeneity of 
underlying pathologies. Additionally, different approaches 
have been applied in these studies. 
Extratemporal Epilepsies
Extratemporal epilepsies (ETLE) are thus considered for 
having seizure foci outside temporal lobe. ETLE are less fre-
quent, estimated in 18-30% of all focal epilepsies.51 Frontal 
lobe epilepsy (FLE) is the most frequent form, followed by 
occipital and parietal lobes epilepsy.52  Studies with AED re-
fractory epilepsy show that there are tumors, trauma, vascular 
anomalies, and malformations of cortical development among 
the underlying extratemporal lesions found.53,54 Although 
MRI negative casesare also a frequent finding.
Patients with ETLE are often refractory to medical treat-
ment25; however, they present less favorable surgical outcome 
than TLE patients.55 Identification of seizure focus usually 
table 2. 1H-MRS studies focusing on several metabolites in focal and generalized seizure semiology.
1H-MRS 
technique
Seizure semiology Cohort Metabolites evaluated Key finds
Doelken et al., 
200827
1.5T SV Focal 
17 HS MRI-positive
9 HS MRI-negative
23 Ctrls
Glx, Cho, Cr
No significant differences between 
groups.
Simister et al, 
200228
1.5T MRSI Focal 
10 Unilateral HS
10 MRI-negative
10 Ctrls
Glx, Cho, Cr, mI
Low Cr and Cho in the anterior scle-
rotic hippocampus; Glx increasing in 
contralateral anterior hippocampus of 
MRI-negative patients
Campos et al., 
201029
2.0 T SV Focal 
25TLE responsive to 
AED
21 TLE refractory to 
AED
NAA/Cr
A less intense reduction of 
NAA/Cr in TLE responsive to AED 
compared to refractory, suggesting 
less extent of neuronal damage and 
a prediction value of AED
response by 1H-MRS
Li et al., 
200030
1.5 T MRSI Focal 
21 bilateral refractory 
TLE
30 Ctrls
NAA/Cr
Decreasing in NAA/Cr to the side
of surgery and normal NAA/Cr 
values in the contralateral
posterior–temporal region associated 
with good surgical outcome
Lundbom et al., 
200122
1.5T MRSI Focal
14 FLE or frontopa-
rietal epilepsy and 
matched ctrls
NAA, Cho, Cr
Decreased NAA and an increasing 
of Cr and Cho in seizure focus.
Reduced NAA/Cho+Cr in contrala-
teral hemisphere, suggesting diffused 
metabolism alterations in FLE
Doelken et al., 
201031
3.0T MRSI Generalized 
10 GTCS
25 Ctrls
Glx, Cho
A broadly Glx increasing in both 
hemispheres; Cho decreasing in 
both grey and white matter in
central regions of the brain
Simister et al., 
200316
1.5T SV
Generalized
(different
subsyndromes)
26 MRI negative
Glx, Cr, Cho, mI, GA-
BA+homocarnosine
Elevation of Glx in frontal
lobe bilaterally 
Mory et al., 
200332 
2T SV Generalized 
10 JME
10 Crtls
NAA/Cr
Low NAA/Cr values in the thalami 
of JME patients, suggesting thalamic 
dysfunction in this type of IGE
Kabay et al., 
201033
1.5T MRSI Generalized
14 JAE
10 Ctrls
NAA, NAA/Cr, NAA/Cho, 
NAA/Cho+Cr
Lower NAA/Cr ratios in bilateral 
thalamus. No difference in frontal 
and hippocampal regions
Helms et al., 
200619
1.5T MRSI Generalized
43 IGE
38 Ctrls
Glx, NAA
Increased Glx and decreased NAA 
in thalamus of IGE patients
Long et al., 
201534
3.0T MRSI Generalized 
12 BAFME from the 
same family
12 ctrls
NAA/Cr, NAA/Cho, Cho/
Cr, and NAA/(Cr+Cho)
Lower NAA/Cho ratio in cerebellar 
cortex of BAFME patients
1H-MRS: proton magnetic resonance spectroscopy; SV: single-voxel acquisition; MRSI: magnetic resonance spectroscopic imaging; HS: hippocampal sclerosis; MRI: magnetic resonance imaging; TLE: 
temporal lobe epilepsy; AED: antiepileptic drugs; FLE: frontal lobe epilepsy; GTCS: generalized tonic-clonic seizures; JME: juvenile myoclonic epilepsy; JAE: juvenile absence epilepsy; IGE: idiopathic 
generalized epilepsy; BAFME: benign absence familiar myoclonic epilpesy; NAA: N-acetylaspartate; Cr: creatine; Glu: glutamate; GABA: gama-aminobutyric acid Glx: glutamate plus glutamine; Lac: lactate; 
mI: myo-inositol; Cho: choline or choline-containing compounds.
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involve extensive presurgical evaluation in order to diminish 
morbidity and achieve better outcome. Presurgical evaluation 
is even more challenging in ETLE with MRI-negative results 
and often requires intracranial EEG monitoring.
NAA/Cr and NAA/Cho ratios are found to be decreased 
in epileptogenic regions of the frontal lobes compared to 
non-epileptogenic ones.56,57 Guye and colleagues57 studied 
refractory FLE using data from 1H-MRSI and interictal in-
tracranial EEG monitoring. They showed lowering of NAA/
Cr and NAA/Cho+Cr ratios within regions of epileptiform 
abnormalities when compared to controls and regions with 
no electrophysiological abnormalities. The results also suggest 
that NAA/Cr would be more specific whereas NAA/Cho+-
Cr ratio would more sensitive. Thus, both values should be 
considered in presurgical evaluation.
Remarkably, 1H-MRSI metabolic abnormalities mapping 
of ETLE seems to be able to detect epileptiform zones also 
in MRI negative cases. Similarly to what is found for TLE, 
metabolic findings aid detecting subtle changes in patients 
with ETLE, more specifically malformations of cortical de-
velopment.21,57 Krsec et al.21 showed that 1H-MRS localized 
the seizure focus in 5 out 7 patients with refractory FLE and 
added important information on the localization in other 
two. Histological analysis of surgical specimen revealed an 
FCD lesion in all patients. In Guye et al.57 series, 4 out 7 
MRI negative patients, whose seizure focus was localized by 
invasive examination, also presented FCD. In both studies 
patients showed a desirable surgical outcome. 
Thus, also in extratemporal epilepsies 1H-MRS in loca-
lizing seizure focus of FLE in good agreement with SPECT, 
seizure semiology, invasive EEG recording and histological 
postsurgical analysis.21,56,57 Moreover, metabolic alterations 
seem to be more extensive than the seizure focus itself in 
extratemporal epilepsies,21,56 as it occurs in patients with 
TLE.31  Since postsurgical outcome in extratemporal epilep-
sies depends on successful resection of seizure focus, 1H-MRS 
can improve presurgical evaluation as an additional tool for 
localization.
1H-MRS in Generalized Epilepsies
In this seizure semiology are included sub-syndromes whi-
ch, in general, present typical absences, tonic–clonic seizures 
and myoclonic jerks.58 Juvenile myoclonic epilepsy is consi-
dered the most frequent generalized epilepsy (GE) syndrome, 
although numbers may vary.59  Generalized epileptic seizures 
originate at some point in brain tissue and rapidly spread 
to bilaterally distributed networks. The so-called idiopathic 
generalized epilepsies (IGE, now termed genetic generalized 
epilepsies)24 are usually associated with normal MRI. Althou-
gh, Seneviratne and colleagues (2014)47 listed studies which 
suggest an involvement of “focal” features not only in neu-
roimage (including MRS) but also EEG, neuropsychology 
and neuropathology. The findings are controversial, though 
data show that specific structures might play a role in GE, 
like frontal cortex, thalamus and even hippocampus.33,60,61  In 
this context, MRS might be a useful tool in further evalua-
ting underlying metabolic changes, where IGE is supposed 
to show no lesion. 
There are evidence of a well characterized thalamo-cor-
tical reduction of NAA/Cr.33,60-62 However, other metabolites, 
like Glx show conflicting results for frontal lobe measures.62 
Regarding seizure control, results are also conflicting. There 
are studies indicating lower NAA/Cr levels, regardless seizure 
control62,63 as well as more pronounced Glx elevation and 
NAA reduction in those patients with worse seizure control.31
1H-MRS was successfully employed in attempt to differen-
tiate focal from generalized non-convulsive seizures. Absence 
seizures do not present with the usual decrease of NAA/
Cr+PCr and increasing of Lac/Cr+PCr showed in focal epi-
lepsies. Moreover, IGE patients also do not show increasing 
in Lac/Cr+PCr during post-ictal or interictal periods when 
compared to normal controls values. The study concludes 
that this finding might explain the mild or lack of post-ictal 
confusion observed in absence seizures and the more benign 
course of primary generalized seizures.2
Even though there might not be structural alterations 
showed by conventional MRI, MRS is able to point subs-
tantial metabolic changes, which might help to explain GE 
pathophysiology. Neuronal damage might be more frequent 
in thalamus and frontal cortex, as indicated by changes on 
relative NAA. Similar to focal epilepsies, controversial results 
of other metabolites might be due to different methodologies 
applied, mainly inherent variation of the cohort studied and 
cortical area which have been evaluated.
Limitations in the usage of MRS
MRS hits in some technical issues. The main limitations 
are due to its inherent physics principles. Considering that 
metabolites concentrations in biological tissues are very low 
and that concentration measure is directly related to vo-
xel size, the large the voxel the better the quantification.4,5,7 
Conversely, spectra must present with a minimum resolution, 
what is in part dependent on the acquisition time. Usually 
longer acquisition times are necessary compared to structural 
MRI.5 Moreover; MRS is a very sensitive technique to arti-
facts difficult to control, like movement. Thus, is important 
that the subject remains still during longer periods. This may 
justify why MRS is not a frequent choice in epilepsy services 
(unless epilepsy suspected causes involve situations in which 
MRS is indicated, e.g. brain tumors). 
Regarding brain MRS, artifacts also come from adjacent 
structures, like bones and blood vessels, making difficult to 
obtain high quality spectra depending on the regions. In 
some pathological alterations, this is even more problematic 
(e.g. the atrophic hippocampus. figure 1A). The majority 
of studies consider relative quantification, i.e. metabolites 
ratios to Cr levels. A problem that can arise from this appro-
ach is variations across subjects when comparing more than 
one group7, which can be overcome by adopting absolute 
concentrations.34 Moreover, as the loss of NAA may appear 
in some cases in parallel to an increase of Cr, the NAA/Cr 
ratios may actually reflects a higher relative value instead of 
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an absolute value in a single signal.64 These limitations can 
be minimized setting well design studies, employing human 
resources with expertise in the field, and taking into account 
inherent factors like TE, acquisition sequence, water suppres-
sion, shimming, voxel positioning, post-processing techniques 
and others.
A long way ahead: what is left to be done with MRS?
As exposed in this review, data from MRS in epilepsy 
remains controversial and with many technical limitations. 
We need more studies with well design groups of subjects 
to evaluate different purposes in epileptology: pre-surgi-
cal value of MRS, biological role of its findings, MRS in 
animal models of epilepsy and translational studies, just 
to mention a few.
FinAL REMARKS
1H-MRS is an MR technique that offers the benefit of 
reliably quantifies metabolic information in vivo. Quanti-
fication is possible using SV or MRSI acquisition and TE 
defines which metabolites are better displayed in the che-
mical shift. Data gathered in this review show that 1H-MRS 
can be set as a useful tool in presurgical evaluation being 
able to lateralizing seizure focus in both TLE and ELTE. It 
is also valuable in characterizing structures more prone to 
be involved in GE, through its metabolic changes. 1H-MRS 
also reliably detects subtle brain tissue alterations in pa-
tients, thus considered MRI negative. The most frequent 
and consistent metabolic change pointed out in literature is 
a decreasing in relative NAA, indicating neuronal dysfunc-
tion in both focal and GE. Relative NAA can be also used 
as predictive biomarker of specific features of epilepsy, like 
refractoriness. Association between epilepsy features and 
other metabolites measured by 1H-MRS still needs further 
investigation, although an increase in Lac can be taken as 
a marker of epileptiform activity. Similar to any MRI tech-
nique, 1H-MRS presents advantages and limitations, which 
can be optimized to improve its potentials. 
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The natural course of mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is usually associated with a precipitating injury in childhood, which later develops to become the most common form of focal epilepsy in adulthood1. Hippocampal sclerosis (HS) is the main underlying lesion detected in both histopathology and magnetic resonance 
imaging (MRI) evaluation of these patients. A significant proportion of patients MTLE be-
come refractory to antiepileptic drugs (AEDs). Surgery is the most effective treatment in this 
scenario, with the majority of patients becoming seizure free postoperatively. However, there 
are many open questions about the neurobiology of MTLE. Focusing on brain imaging, for ex-
ample, most MTLE patients present with HS although in some the MRI is negative2. Moreover, 
not only the hippocampus seems to be involved in the physiopathology of TLE but also extra-
temporal regions2,3. Besides, for surgical treatment to succeed is mandatory to correctly lat-
eralize seizure focus, which is more complex in MRI negative patients. Magnetic resonance 
spectroscopy (MRS) ist an important tool in the investigation of these broader and subtle 
changes that are missed by structural MRI techniques. Exploiting the magnetic properties of 
several nuclei, MRS is a useful tool when it comes to provide metabolic information in vivo 
without invasive intervention. The most common is proton magnetic resonance spectrosco-
py (1H-MRS), due to 1H natural abundance in biological tissues2. Phosphorus MRS (31P-MRS) 
is not so commonly employed in brain tissue evaluation; nevertheless, it is able to add im-
portant information about energy metabolism. The metabolites visible in a high resolution 
spectrum from 31P-MRS are basically phosphorus compounds: total adenosine triphosphate 
(total ATP, composed by γ- + α- + β-ATP, according to the position of the three phosphate 
groups), inorganic phosphate (Pi), PCr (phosphocreatine), phosphodiesters (PDE, the sum of 
glycerophosphocholine plus glycerophosphoethanolamine) and phosphomonoesters (PME, 
composed by phosphocholine plus phosphoethanolamine)4. These metabolites are mainly in-
volved in mitochondrial processes and cellular membrane turnover. Fewer studies addressed 
the issue of metabolic changes in epilepsy using 31P-MRS than those using 1H-MRS. Data from 
1H-MRS show a decrease in N-acetyl aspartate (NAA) referred as a result of neuronal loss 
and/or neuronal mitochondrial dysfunction, in other words, energy metabolism disturbance. 
NAA decrease is a key finding in several types of epilepsy, often associated with the lateral-
ization of seizure focus and AED response2. Since mitochondria are the energetic engine of 
the cell, further evaluation of brain energy metabolism may help to shed lights on seizures 
underlying mechanisms. In spite of having less spatial resolution than 1H-MRS, studies on 
31P-MRS show that it is able to lateralize the seizure focus and also to characterize the role of 
brain energy metabolism alterations in MTLE5,6. In this issue of Arquivos de Neuro-Psiquiatria, 
Park et al.7 showed abnormal metabolism as measured by 31P-MRS in extratemporal areas in 
patients with MTLE. Evidences from MRS and other imaging modalities give support for the 
more widespread functional impairment extending beyond the mesial temporal structures 
in patients with MTLE6,8. More detailed high-resolution quantitative MRI analyses reveals a 
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network of gray matter atrophy and dysfunction that involves 
mesial temporal and other structures interconnected with the 
limbic system, including thalamus and striatum9; a finding that 
was expanded further by the study of Park et al.7.  The authors 
studied a significant number (n = 33) of well-defined patients 
with refractory seizures and MRI signs of HS and compared 
to 31 healthy controls. They performed multivoxel 31P-MRS in 
the anterior insula-basal ganglia (AIBG), posterior insula-basal 
ganglia (PIBG) and frontal lobes (FL), finding differences in Pi, 
the ratio PCr/ γ-ATP, total ATP and γ-ATP in the patients group 
when compared to controls. The metabolites changes were 
found in all regions studied although less pronounced in FL. 
The authors hypothesized that Pi decrease could be a compen-
satory mechanism observed in the interictal period as a con-
sequence of the high energy demand during the ictal phase. In 
fact, these data support the underlying basis of the metabolic 
disturbance found in 1H-MRS and FDG-PET studies8,9,10. The 
study of Park et al.7 lacks a clinical correlation with 31P-MRS 
findings, as the authors recognize. The work of Park et al.7 re-
kindles the use of brain 31P-MRS for the study of dysfunctions 
in brain metabolism related to epilepsy, and in particular to 
MTLE. Further studies are necessary to elucidate better the re-
lationships of the 31P-MRS abnormalities with seizures, use of 
AEDs, structural damage and other clinical variables.
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, Página 1 de 3 
Título do projeto: Estudo de espectroscopia de prótons por ressonância magnética para determinação 
de biomarcadores inflamatórios e de refratariedade em epilepsia do lobo temporal. 
Investigador principal: Luciana Ramalho Pimentel da Silva 
 
OBJETIVO DA PESQUISA: 
 
 Eu __________________________________________________ entendo que fui convidado (a) 
a participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com epilepsia. A identificação e 
quantificação dessas anormalidades no cérebro, pode eventualmente melhorar o diagnóstico e levar a 
um melhor tratamento dessa doença. As informações médicas a meu respeito que forem obtidas para 
esse estudo, poderão ser compartilhadas com outros pesquisadores que trabalham com epilepsia. 
Podendo assim ser utilizadas eventualmente para outros fins de pesquisa sobre as epilepsias. O sigilo 
será mantido em todos os estudos colaborativos através da utilização de um código para a identificação 
dos indivíduos participantes. A ressonância magnética produz imagens em cortes que são parecidos com 
as imagens produzidas pela tomografia computadorizada, porém com maior resolução (nitidez) e sem a 
exposição aos raios X. Essas imagens também irão produzir informações bioquímicas que serão úteis 
para melhor definição do diagnóstico e tratamento. O objetivo principal desse estudo é determinar a 
importância dessas informações bioquímicas e estruturais nas epilepsias e o papel da inflamação na 
resistência ao tratamento farmacológico, correlacionando-se os dados de bioquímicos na imagem e de 
marcadores de inflamação no plasma sanguíneo. 
PROCEDIMENTO: 
Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes farão 
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha família. Eu serei submetido a um exame 
físico neurológico para estabelecer meu estado clínico. Além disso, poderei ser submetido a um 
eletroencefalograma (EEG) além dos exames de ressonância magnética. Hospitalização não será 
necessária. O procedimento de ressonância magnética é semelhante a uma tomografia. Eu fui informado 
que eu serei colocado em uma maca e serei movido lentamente para dentro do aparelho de ressonância 
magnética. Um alto falante dentro do campo magnético possibilita a minha constante comunicação com as 
pessoas responsáveis pelo exame. Durante todo o tempo o pessoal médico e paramédico pode me ver e 
ouvir, e eu posso ser removido(a) se for preciso; por exemplo, se durante o exame eu me sentir mal ou com 
claustrofobia. O procedimento pode durar entre 45 a 90 minutos. Durante a primeira parte do exame eu irei 
ouvir ruídos, tipo marteladas, por alguns minutos enquanto o aparelho faz as imagens do meu cérebro. O 
restante do exame será relativamente silencioso. Uma amostra de sangue venoso também será colhida. 
Os procedimentos mencionados acima, com exceção da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos 
cuidados médicos de rotina para um paciente com epilepsia. 
VANTAGENS: 
 Eu entendo que não obterei nenhuma vantagem direta com a minha participação nesse estudo e 
que o meu diagnóstico e o meu tratamento provavelmente não serão modificados. Contudo, os resultados 
desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os indivíduos com epilepsia, possibilitando 
um melhor diagnóstico e um tratamento mais adequado. Os resultados do meu exame de ressonância 
magnética ficarão a disposição dos médicos responsáveis pelo meu tratamento, e poderão ser úteis no 
futuro. 
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RISCO E DESCONFORTO: 
 O único desconforto relacionado ao exame de ressonância magnética é o ruído intermitente 
durante os primeiros 15 minutos. Depois disso o ruído será muito menor. O pessoal técnico providenciará 
tapa-ouvidos para me deixar mais confortável. 
Uma das principais vantagens da ressonância magnética e que esta não utiliza raios X ou outro tipo 
de radiação ionizante, ao contrário de outros tipos de exame radiológicos. Não existem efeitos nocivos 
associados com a ressonância magnética dentro das condições utilizadas atualmente. 
Os riscos associados a coleta de sangue são mínimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas 
(equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto será mínimo, pois se trata de uma coleta de 
sangue geralmente da veia do braço que será realizada por profissional treinado e habilitado para realizar 
esse procedimento. 
 
REQUERIMENTOS 
 É muito importante informar aos médicos(as) e técnicos(as) caso eu tenha um marca-passo 
cardíaco, um clipe de cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer outro objeto metálico em meu 
corpo, que tenha sido implantado durante uma cirurgia ou alojado em meu corpo durante um acidente, 
pois estes podem parar de funcionar ou causar acidentes devido ao forte campo magnético que funciona 
como um imã muito forte. Eu também devo remover todos os objetos metálicos que estiverem comigo 
(relógio, canetas, brincos, colares, anéis, etc), pois estes também podem movimentar ou aquecer dentro do 
campo magnético. 
 
SIGILO: 
 Eu entendo que todas as informações médicas decorrentes desse projeto de pesquisa farão parte 
do meu prontuário médico e serão submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo 
da informação médica.   Se os resultados ou informações fornecidas forem utilizados para fins de 
publicação científica, nenhum nome será utilizado.  
 
FORNECIMENTO DE INFORMAÇÃO ADICIONAL:  
 Eu entendo que posso requisitar informações adicionais relativas ao estudo a qualquer momento. 
A pesquisadora MSc. Luciana Ramalho Pimentel da Silva, tel (19) 3521-9217 estará disponível 
para responder minhas questões e preocupações. Em caso de recurso, dúvidas ou reclamações 
entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da UNICAMP, tel. (19) 
3521-8936. 
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RECUSA OU DESCONTINUAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO: 
 Eu entendo que a minha participação é voluntária e que eu posso me recusar a participar ou 
retirar meu consentimento e interromper a minha participação no estudo a qualquer momento sem 
comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP.  
 
CONFIRMAÇÃO 
 Eu confirmo que _______________________________________________me explicou o 
objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, desconforto e possíveis 
vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e compreendi esse formulário de consentimento e 
estou de pleno acordo em participar desse estudo.  
 
_______________________________________________________________________ 
Nome do participante ou responsável 
 
_________________________________________________          __________________ 
Assinatura do participante ou responsável                                                         data 
 
 
 
RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR: 
 
 Eu expliquei a _____________________________________________________ o objetivo do 
estudo, os procedimentos requeridos e os possíveis riscos e vantagens que poderão advir do estudo, 
usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cópia desse formulário de 
consentimento ao participante ou responsável. 
 
________________________________________________________________________ 
Nome do pesquisador ou associado 
 
___________________________________________________         ___________________ 
Assinatura do pesquisador ou associado                                                             
